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Les prostaglandines sont d'importants médiateurs dans le métabolisme osseux. 
Elles ont des effets directs et indirects sur les cellules osseuses et ces effets 
peuvent différer d'une espèce à l'autre. Nous avons utilisé un modèle ex vivo pour 
démontrer la présence des cyclooxygénases et des récepteurs aux prostaglandines 
chez les ostéoclastes matures humains. Les ostéoclastes ont été extraits à partir de 
fœtus humains entre 14 et 20 semaines de gestation. Ces cellules étaient 
multinucléées, TRAP positives, sensibles à la calcitonine et étaient capables de 
résorber l'os. Nous avons montré, en utilisant des sondes oligonucléotidiques 
marquées à la digoxigénine en hybridation in situ, la présence de l' ARNm de la 
cyclooxygénase-1 et 2 (COX-1 et COX-2) ainsi que les ARNm des récepteurs EP3 
et EP 4• La présence des COXs et des récepteurs a été confirmée par 
immunohistochimie. La COX-1 se retrouvait exprimée au cytoplasme tandis que la 
COX-2 se trouvait à la périphérie des noyaux. A l'aide d'une sonde fluorescente 
(H2DCFDA) et d'anti-inflammatoires, une activité cyclooxygénase élevée a été 
démontrée chez les ostéoclastes matures fœtaux. La localisation du récepteur EP3 
était majoritairement membranaire tandis que le récepteur EP 4 était nucléaire. Les 
études fonctionnelles ont permis d'observer que le récepteur EP3 était responsable 
de la diminution des lamellipodes, suggérant une implication de ce récepteur dans 
la régulation de la motilité des ostéoclastes. L'activation du récepteur EP 4 avait 
pour effet de diminuer la formation de l'anneau d'actine, suggérant donc que le 
récepteur EP 4 était impliqué dans la régulation de la résorption osseuse. 
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INTRODUCTION 
1 PHYSIOLOGIE DE L ·os 
1.1 Morphologie 
La structure de l'os peut être divisée en deux parties, une partie extérieure appelée 
os cortical ou compact et une partie interne nommée os trabéculaire ou spongieux. 
Les os sont formés d'une enveloppe externe d'os cortical et d'un réseau interne 
tridimensionnel d'os trabéculaire, ce qui leur confèrent des fonctions mécaniques 
optimales. En microscopie, on peut distinguer deux types d'organisation du tissu 
osseux. L'os enchevêtré est le type d'os formé initialement lors de l'embryogenèse 
et de la croissance. Il est caractérisé par une couche irrégulière de fibrilles de 
collagène enchevêtrées. Lors de la croissance ou de la réparation, ce type d'os est 
remplacé par l'os lamellaire. L'os enchevêtré est pratiquement absent du squelette 
adulte, excepté lors de conditions pathologiques telles que la maladie de Paget et la 
réparation de fractures où l'on retrouve une formation osseuse accélérée. L'os 
lamellaire est composé d'une structure bien ordonnée de fibres de collagène 
alignées de façon parallèle. Chez l'adulte, l'os cortical et l'os trabéculaire sont 
normalement composés d'os lamellaire. 
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Figure 1. Structure de l'os 
1.2 Composition de l'os 
L'os est composé de minéraux , de matrice organique, de cellules et d'eau. 
1.2.1 Minéraux 
Les minéraux composent près des deux tiers du poids sec total de la masse 
osseuse. L ' hydrox yapatite est la principale forme de minéraux que l 'on retrouve 
dans l' os. Cependant, on retrouve aussi en plus petite quantité d 'autres constituants 
tel que le phosphate, le carbonate, le citrate, le magnésium, le sodium, le fluor et le 
strontium. Les petits cristaux de forme aplatie se logent à l ' intérieur et entre les 
fibrilles de collagène, ce qui confère à l'os sa ri gidité et sa force. Le processus de 
minérali sation peut être régularisé par plusieurs activateurs et inhibiteurs. 
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1.2.2 Matrice organique 
La matrice organique représente 35 % du poids sec de l'os. Le collagène 
est la protéine la plus abondante de la matrice organique et compose 90 % de 
celle-ci. La structure tridimensionnelle complexe de la matrice organique est 
comparable à celle d'un câble, ce qui donne la force de tension à l'os. 
Les autres constituants de la matrice sont des protéines non-collagéneuses 
dont les fonctions sont encore très peu connues. Parmi ces protéines on retrouve 
l'ostéonectine, l'ostéocalcine, l'ostéopontine et la sialoprotéine. La plupart de ces 
protéines sont synthétisées et déposées exclusivement au niveau de l'os, ce qui en 
fait des outils très intéressants en clinique. L'excrétion via l'urine ou le taux 
plasmatique de ces protéines nous indiquent le taux de remaniement osseux. 
La matrice organique contient aussi une importante quantité de différents 
facteurs de croissance, particulièrement de TGF-P et d'IGF IL On suppose que ces 
facteurs jouent un rôle dans la modulation du remaniement osseux lorsqu'ils sont 
relâchés au cours de la résorption osseuse. 
1.2.3 Cellules de l'os 
1.2.3.1 Les ostéoblastes 
Les ostéoblastes sont les cellules responsables de la synthèse de l'os. Elles 
dérivent des cellules souches mésenchymales et forment, à la surface de l'os, une 
structure semblable à l'épithélium. La fonction primaire des ostéoblastes est de 
synthétiser l' ostéoïde. L' ostéoïde est la matrice non calcifiée qui contient les 
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différentes protéines retrouvées dans l'os. Une fois sécrétée, l'ostéoïde subira une 
étape de minéralisation qui la transformera en matrice osseuse. En plus d'être 
responsable de la sécrétion d' ostéoïde, les ostéoblastes jouent un rôle important 
dans la minéralisation. La phosphatase alcaline membranaire est fortement 
exprimée chez les ostéoblastes et elle est reconnue pour jouer un rôle essentiel 
dans le processus de minéralisation. 
1.2.3.2 Les ostéocytes 
A un certain moment, les ostéoblastes cessent de produire la matrice et 
deviennent inclus dans l'os. Les ostéoblastes qui se retrouvent pris au piège dans la 
matrice osseuse perdent une partie de leurs organelles et se transforment en 
ostéocytes. Malgré le fait que les ostéocytes constituent le type cellulaire le plus 
nombreux de l'os, leurs rôles sont jusqu'à maintenant encore très mal connus. 
Grâce à leurs projections cellulaires qui relient non seulement les ostéocytes entre 
eux mais aussi aux ostéoblastes de la surface, les ostéocytes forment un vaste 
réseau de communication intercellulaire. En plus de permettre le transport des 
nutriments vers les cellules qui se retrouvent dans l'os, ce réseau augmente de 
beaucoup l'aire d'exposition de l'os aux fluides. Cela nous amène à penser que les 
ostéocytes pourraient jouer un rôle dans l'homéostasie du calcium. De plus, 
beaucoup d'évidences tendent à montrer que les ostéocytes sont impliqués dans la 
réponse aux tensions mécaniques subies par l'os (Burger et al, 1995). 
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1.2.3.3 Les ostéoclastes 
Les ostéoclastes sont des cellules multinucléées formées par la fusion des 
cellules progénitrices mononucléaires de la famille des monocytes/macrophage. 
Ce sont les principales, sinon les seules, cellules responsables de la résorption 
osseuse. Les ostéoclastes jouent donc un rôle central dans la formation et la 
régulation de la formation du tissu osseux. 
1.2.3.3.1 L' ostéoclastogénèse 
Il a été démontré en 1990 que la différenciation in vitro des macrophages 
en ostéoclastes nécessitait la présence de cellules stromales de la moelle ou de 
leurs dérivés ostéoblastiques (Udagawa et al, 1990). Après une décennie de 
confusion, il est maintenant clair que ces cellules accessoires expriment deux 
molécules qui sont à la fois suffisantes et nécessaires pour promouvoir 
l'ostéoclastogénèse : le M-CSF (macrophage-colony stimulating factor) et le 
RANKL (receptor for activation of nuclear factor kappa B ligand) qui est aussi 
connu sous les noms de ODF ( osteoclast-differentiating factor), OPGL 
( osteoprotegerin ligand) ou TRANCE (Tumor necrosis factor-related activation-
induced cytokine). 
Le M-CSF se lie à son récepteur, c-FMS, exprimé chez les précurseurs 
ostéoclastiques et ainsi leur donne le signal requis pour leur survie et leur 
prolifération (Udagawa et al, 1990). Même si le M-CSF est une molécule sécrétée, 
l 'ostéoclastogénèse exige une contact cellule-cellule entre les précurseurs 
ostéoclastiques et les cellules stromales ou ostéoblastiques (Udagawa et al, 1990). 
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Donc, les cellules accessoires doivent exprimer une molécule de surface dont 
l'identité est demeurée longtemps énigmatique. Il a été démontré que 
l'administration de l'ostéoprotégérine (OPG) bloquait l'ostéoclastogénèse et que 
les souris qui n'exprimaient pas l'OPG démontraient une ostéoclastogénèse 
accélérée et développaient une ostéoporose sévère (Simonet et al, 1997). 
L' ostéoprotégérine est maintenant connue comme étant un récepteur de clairance 
soluble qui est capable de se lier au RANKL et ainsi l'empêche de se lier à son 
récepteur présent chez les ostéoclastes, le RANK (receptor for activation of nuclear 
factor kappa B) (Lacey et al, 1998). La présence du RANK chez les ostéoclastes et 
ses précurseurs suggére que le facteur de différenciation ostéoclastique présent 
chez les cellules accessoires pourrait être le RANKL, ce qui a été prouvé comme 
étant vrai (Lacey et al, 1998). 
Le M-CSF permet la prolifération des précurseurs ostéoclastiques et le 
RANKL leur permet de franchir l'étape finale de différenciation. Ainsi, 
l'ostéoclastogénèse peut donc être régularisée à la hausse avec le RANKL ou à la 
baisse avec l'OPG. 
1.2.3.3.2 Le mécanisme de résorption 
Lorsqu'ils ont atteint la maturité, les ostéoclastes sont capables d'effectuer la 




Avant que les ostéoclastes soient en mesure de remplir leur rôle 
physiologique de résorption osseuse, ils doivent migrer au site de résorption. Les 
ostéoclastes sont des cellules très motiles et ceci est dû aux remaniements rapides 
des fibres d'actine au niveau de leur cytosquelette (Kanehisa et al, 1988). Le 
déplacement des ostéoclastes implique la reconnaissance des composantes de la 
matrice osseuse et l'attachement à l'os via une interaction ligand-récepteur 
(Oldberg et al, 1986). L'interaction entre les ostéoclastes et la matrice osseuse est 
faite par les intégrines. Les ostéoclastes humains expriment au moins trois types 
d'intégrines: avPJ, a2P1 et avP1 (Nesbitt et al, 1993;Hughes et al, 1993). 
L'intégrine avP3 semble la plus abondante chez les ostéoclastes et elle capable de 
reconnaître spécifiquement la séquence d'acides aminés Arg-Gly-Asp (RGD). Les 
ostéoclastes sont donc capables de s'attacher à l'os et de migrer sur la matrice 
osseuse via l'interaction de leurs intégrines et des protéines de la matrice contenant 
le motif RGD telles que l'ostéopontine et la bone sialoprotein II (Oldberg et al, 
1986). 
Attachement 
Suite à la migration au site de résorption, l'étape initiale de la résorption est 
l'attachement des ostéoclastes à la matrice osseuse. Une fois attachés à l'os, les 
ostéoclastes actifs montrent une organisation du cytoplasme hautement polarisée. 
La membrane plasmatique forme alors deux domaines distincts : un domaine 
basolatéral qui fait face à la circulation vasculaire et un domaine apical qui fait 
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face à la matrice osseuse. Les noyaux et les organelles sont distribués du coté de la 
membrane basolatérale alors que les lysosomes sont majoritairement concentrés du 
coté de la membrane apicale où les enzymes nécessaires à la résorption seront 
sécrétés à l'extérieur de la cellule. 
Les structures responsables de l'attachement des ostéoclastes à la matrice 
osseuse sont appelées les podosomes. Les podosomes des sont prolongements de 
la membrane plasmatique (Chellaiah et al, 2000) qui sont composés de protéines 
telles que l'actine, la vinculine, la taline, la a-actinine et les intégrines avP3 (Teti 
et al, 1991). Lors de la polarisation de la cellule, les podosomes sont redistribués 
en périphérie de la membrane apicale et forment la membrane étanche. La 
membrane étanche forme alors un anneau qui délimite un espace étanche sous la 
cellule appelé la poche de résorption dans laquelle l'ostéoclaste produira les 
conditions requises pour la résorption osseuse via la membrane plissée. La 
membrane plissée est la partie de la membrane apicale qui se retrouve à l'intérieur 
de la poche de résorption (Silver et al, 1988); elle est formée d'une multitude de 
repliements et représente la structure responsable de la résorption. Il a été 
démontré que la présence de l'anneau d'actine formé par la distribution des 
podosomes et de la membrane plissée est nécessaire pour qu'il y ait résorption 
(Vaananen et al, 1995). 
Acidification 
L'os est majoritairement constitué de collagène de type I (>90%) et de 
protéines non-collagéneuses qui sont enrobées dans une phase minérale, 
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l'hydroxyapatite. La dissolution de la phase minérale précède la digestion de la 
matrice organique (Blair et al, 1986). La déminéralisation de la matrice implique 
une acidification de l'espace extracellulaire de la poche de résorption. Ceci est 
accompli en partie par les pompes à proton H+ -ATPase présentes au niveau de la 
membrane plissée de l'ostéoclaste (Blair et al, 1989;Mattsson et al, 1994). Pour 
préserver le balancement des charges, des canaux chloridriques, associés à la 
membrane plissée, agissent de concert avec les pompes H+-ATPase (Schlesinger et 
al, 1997), ce qui provoque la sécrétion de HCl dans la poche de résorption dans 
laquelle on retrouve un pH d'environ 4.5 (Silver et al, 1988). 
Dégradation de la matrice 
Les données disponibles présentement ne permettent pas d'établir de façon 
définitive l'identité et la séquence d'actions enzymatiques lors de la digestion de la 
partie organique de la matrice osseuse. Cependant, il a été démontré que plusieurs 
enzymes étaient exprimées chez les ostéoclastes. Parmi les enzymes les plus 
récemment identifiées on retrouve la métalloprotéinase 9 (MMP-9/gélatinase B/EC 
3.4.24.35), la métalloprotéinase 1 membranaire (MTl-MMP/MMP-14/EC 
3.4.24.43) et la cathepsin K (EC 3.4.22.38) (Werb, 1997). Ces enzymes semblent 
avoir un rôle important dans la résorption osseuse. 
Les MMPs (matrix metalloproteinases) font partie d'une famille 
d' endopeptidases qui dégradent les composantes de la matrice extracellulaire. 
Elles sont essentielles pour la formation, le maintient et le remodelage de plusieurs 
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tissus en régularisant le recyclage de la matrice extracellulaire. Parmi les substrats 
connus pour les MMPs, on retrouve les collagènes type I, IV et VII que l'on 
retrouve dans la composition de l'os. La MTl-MMP est la protéinase associée à la 
membrane qui est fortement exprimée par les ostéoclastes; elle semble être 
localisée dans les régions membranaires correspondant aux podosomes et aux 
lamellipodes (Sato et al, 1997), ce qui suggère que la fonction des MMPs ne 
semble pas se limiter à la résorption osseuse mais pourrait aussi jouer un rôle dans 
la migration et l'attachement des ostéoclastes (Blavier et al, 1995). 
La cathepsine K appartient à la famille des cystéines protéinases qui inclut 
aussi les cathepsines B, H, L, C, S. Plusieurs cathepsines sont exprimées par les 
ostéoclastes mais la cathepsine K est celle retrouvée en plus grande quantité 
(Inaoka et al, 1995). La cathepsine K est activée à un pH de 4 et parmi ces 
substrats, on retrouve deux protéines majeurs de la matrice osseuse : le collagène 
et l'ostéonectine (Bossard et al, 1996). La cathepsine K joue un rôle majeur dans 
la résorption osseuse et elle est devenue une cible populaire dans le but de réduire 
la résorption osseuse par les ostéoclastes. 
Enlèvement des produits dégradés 
La façon dont les ostéoclastes retirent les produits dégradés de la poche de 
résorption a longtemps été débattue. Les opinions étaient partagées entre trois 
hypothèses. La première hypothèse voulait que l'ostéoclaste se détache et se ré-
attache pour permettre le relâchement des produits de dégradation. La deuxième 
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suggérait qu'il y ait un mouvement de calcium à travers le cytoplasme via des 
pompes ioniques. Finalement, la troisième hypothèse suggérait une transcytose via 
des vésicules. Avec le développement des techniques permettant l'observation 
directe du transport des composants de l'os marqués, il a été clairement démontré 
que le phénomène de transcytose vésiculaire est un processus important lors de la 
résorption osseuse (Nesbitt et al, 1997;Salo et al, 1997). 
1.2.3.3.3 Régulation de l'activité ostéoclastique 
Même si certains mécanismes fonctionnels des ostéoclastes ne sont pas encore très 
bien documentés, les mécanismes de base sont très bien compris. Cependant, les 
mécanismes qui régularisent le remaniement osseux sont beaucoup moins bien 
connus. Les ostéoclastes sont impliqués dans le développement et la croissance de 
l'os, le remodelage osseux normal, la réponse aux forces mécaniques, 
l'homéostasie des électrolytes et dans la réparation des os. Il apparaît donc évident 
que plusieurs voies de régulation contrôlent la différenciation et l'activité des 
cellules matures. 
La résorption osseuse peut être modulée en jouant sur trois processus de base : le 
recrutement de nouveaux ostéoclastes, la durée de vie des ostéoclastes et l'activité 
des ostéoclastes matures. Les trois processus peuvent être influencés par toute une 
série de cytokines et d'hormones. Des études récentes indiquent que les trois 
processus semblent être sous le contrôle des ostéoblastes qui synthétisent les 
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facteurs qui sont en mesure d'influencer directement les ostéoclastes et leurs 
précurseurs (Sato et al, 1997;Tsukii et al, 1998;Li et al, 2000). 
Les trois principales hormones impliquées dans la modulation de la résorption 
osseuse sont la parathormone (PTH), la 1,25-dihydroxy-vitamine D et la 
calcitonine, les deux premières augmentant la résorption osseuse et la dernière la 
diminuant (Mazzuoli et al, 1986;Takeda et al, 1999;Li et al, 2000). De plus, 
l' estrogène chez la femme et la testostérone chez l'homme inhibent la résorption 
osseuse. C'est pourquoi, suite à la ménopause et l'ovariectomie, la résorption 
osseuse augmente. 
Parmi les cytokines les plus importantes capables d'augmenter la résorption 
osseuse in vitro, on retrouve les interleukines 1, 3, 6 et ll(Rifas, 1999), le tumor 
necrosis factor a et (3 (TNFcx. et TNF(3), le macrophage colony-stimulating factor 
(M-CSF), le granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) et les 
prostaglandines (Fujikawa et al, 2001). L'interféron 'Y (IFN-y), le TGF(3, 
l'interleukine-4 et 13 ainsi que les antagonistes du récepteur à l 'interleukine-1 sont 
capables de diminuer la résorption osseuse (Mundy, 1993;Kamolmatyakul et al, 
2001). 
Récemment, un nouveau facteur capable d'inhiber la formation et l'activité des 
ostéoclastes a été découvert: il s'agit de l'ostéoprotégérine (OPG), une 
glycoprotéine soluble de la superfamille des TNF qui est produite par les cellules 
stromales et les lignées ostéoblastiques (Aubin et al, 2000). L'OPG agit comme 
récepteur de clairance, se liant au facteur de différenciation ostéoclastique appelé 
RANK ligand (RANKL) ou osteoclast diffentiation factor (ODF). Le RANKL est 
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localisé sur la membrane des cellules ostéoblastiques. En se liant au RANKL, 
l'OPG inhibe la liaison entre le RANKL avec son récepteur trans-membranaire, le 
RANK. Le RANK se trouve sur les ostéoclastes et ses précurseurs et augmente la 
différenciation et l'activité de ces cellules. En empêchant la liaison du RANKL 
avec le RANK, l'OPG inhibe le recrutement de nouveaux ostéoclastes et 
l'activation des ostéoclastes matures. La synthèse de l'OPG et du RANKL par les 
ostéoblastes est modulée par les hormones et les cytokines qui affectent la 
résorption osseuse. Il semble de plus en plus évident que ces facteurs jouent un 
rôle majeur dans la régulation de la résorption osseuse faite par les ostéoclastes. 
1.2.3.3.4 Les autres cellules 
La moelle osseuse. contient aussi d'autres cellules, parmi lesquelles les 
cellules hématopoïétiques, les cellules du système immunitaire et les cellules 
stromales. Ces cellules sont non seulement importantes pour la formation des 
ostéoclastes mais semblent interagir avec les autres cellules de l'os via différentes 
cytokines. Elles semblent aussi être impliquées au niveau de la formation et de la 
résorption osseuse. 
1.3 Modelage et remodelage 
L'os est construit durant la vie fœtale, l'enfance et l'adolescence par deux 
mécanismes fondamentaux : l'ossification endochondrale où l'os est construit sur 
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une charpente cartilagineuse, et l'ossification intramembraneuse où l'os est 
construit directement, sans charpente, à partir de la matrice mésenchymateuse. 
L'élaboration de la forme définitive du squelette est sous le contrôle de nombreux 
gènes qui sont de mieux en mieux connus. 
Une fois formé, la forme et la structure de l'os sont continuellement 
rénovées par deux processus, le modelage et le remodelage. Lors du modelage qui 
arrive principalement lors de la croissance, la matrice osseuse nouvellement 
synthétisée est déposée à un endroit différent du site de résorption. Ce processus 
amène ainsi des changements dans la forme du squelette. Le modelage est le 
principal processus qui permet au squelette d'accroître son volume et sa masse. 
Dans le remodelage, qui est le processus le plus actif chez l'adulte, la formation et 
la résorption osseuse sont couplées dans l'espace et le temps. Ce couplage est fait 
en sorte qu'il n'y ait aucun changement majeur dans la masse osseuse totale tout 
en permettant à l'os d'adapter sa structure aux changements de tension mécanique. 
Le modelage et le remodelage sont deux processus qui permettent le 
remplacement du vieux tissu osseux par du nouveau. Ces phénomènes permettent 
au squelette de conserver ses propriétés mécaniques et physiques. Un déséquilibre 
entre la résorption et la formation osseuse provoque des maladies osseuses telles 
que l'ostéoporose et la maladie de Paget, qui seront vues en détail un peu plus loin. 
De plus, le squelette étant un excellent réservoir d'ions, le remaniement osseux 
permet l'utilisation ou l'entreposage des différents ions. 
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1.4 Homéostasie du calcium 
La concentration du calcium dans le plasma est d'environ 10 mg par 100 
ml. Quarante pour cent de cette quantité sont liés aux protéines et 10 % aux autres 
ions. Ainsi, seulement 50 % du calcium se retrouve sous la forme ionisée. Le 
niveau de calcium plasmatique ionisé est très étroitement régularisé dans tout le 
règne animal. L'étroite régulation est expliquée par l'importance du calcium 
extracellulaire dans de nombreux processus biologiques. Le niveau de calcium 
plasmatique est maintenu par trois organes cibles: les intestins, les os et les reins. 
Au niveau de l'os, il existe deux processus qui permettent de faire varier les 
niveaux de calcium plasmatique: la résorption osseuse et l'équilibre acido-basique 
du plasma. La variation du pH peut favoriser la dissolution ou la déposition des 
minéraux de l'os. L'importance de la résorption osseuse versus l'équilibre des 
cristaux d 'hydroxyapatite à la surface de l'os reste encore controversée. 
Cependant, l'équilibre des cristaux semble jouer un rôle plus important dans la 
régulation à court terme. 
Les flux de calcium sont contrôlés principalement par trois hormones : la 
parathormone (PTH), la 1,25-dihydroxy-vitamine D3 (calcitriol) et la calcitonine. 
Ces trois hormones régularisent le niveau de calcium plasmatique via des 
mécanismes de rétroaction. Parmi ces trois hormones, la PTH est la plus 
importante. Elle augmente le niveau de calcium plasmatique en agissant sur les 
trois organes cibles. Elle active la résorption osseuse, accroît l'absorption du 
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calcium au mveau des intestins et sa réabsorption au mveau des rems. La 
production de PTH est inversement proportionnelle au mveau de calcium 
plasmatique et constitue un mécanisme de rétroaction rapide. 
La 1,25-dihydroxy-vitamine D3 augmente l'absorption intestinale du 
calcium et augmente l'effet de la PTH qui accroît la réabsorption rénale du 
calcium. Sa production est aussi stimulée par une faible concentration de calcium 
plasmatique. Contrairement à la PTH qui agit en quelques minutes, la 1,25-
dihydroxy-vitamine D3 requiert plusieurs heures. Par ailleurs, les métabolites de la 
vitamine D sont aussi importants dans le processus de la minéralisation. 
Finalement, la calcitonine inhibe la destruction de l'os. Sa production est 
rapidement régularisée par un mécanisme de rétroaction positif selon la 
concentration de calcium plasmatique. Sa synthèse est activée par une 
concentration élevée de calcium. Cependant, son implication chez l'humain au 
niveau de l'homéostasie du calcium n'est pas encore très bien établie. 
2 LES MALADIES OSSEUSES 
Il existe plusieurs affections qui peuvent toucher le système osseux. Nous 
porterons notre attention ici sur deux des maladies osseuses métaboliques les plus 





L'ostéoporose est une maladie caractérisée par une diminution de la masse osseuse 
et par une détérioration de l'architecture de l'os. Ces phénomènes mènent à une 
augmentation de la fragilité de l'os et du même coup augmente les risques de 
fractures. L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a quantifié la définition 
d'ostéoporose chez la femme. Ainsi, l'ostéoporose est définie comme étant 
présente chez une femme qui possède une densité osseuse de 2.5 déviations 
standards inférieure à la moyenne du groupe référence de jeune adulte. 
2.1.2 Épidémiologie 
L'ostéoporose est une maladie qui devient de plus en plus commune due 
l'augmentation de l'espérance de vie. L'incidence de la maladie est beaucoup plus 
élevée chez la femme que chez l'homme de même que chez les blancs et les 
Asiatiques comparativement aux noirs. Il est estimé que près d'une femme sur 
deux ayant atteint l'âge de 50 ans subira une fracture ostéoporotique au cours du 
restant de sa vie. Dû à son impact médical et socio-économique, l'ostéoporose est 
un problème de santé publique majeur qui prend de plus en plus d'importance à 
cause du vieillissement de la population. Le développement d'approches 
préventives et thérapeutiques contre l'ostéoporose est donc d'une importance 
capitale pour le futur. 
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2.1.3 Pathophysiologie 
Durant leur vie, les femmes perdent en moyenne de 30 à 40 % de leur masse 
osseuse maximale comparativement à de 20 à 30 % chez les hommes. Chez les 
femmes après la ménopause, les trabécules deviennent plus minces, discontinues et 
peuvent même disparaître. Ceci mène à une détérioration de la micro-architecture 
de l'os et le rend plus fragile. 
La perte osseuse se produit de deux façons distinctes. La première est une perte 
continue qui est dépendante de l'âge. Cette perte débute aux alentours de 50 ans et 
s'effectue à un rythme de 0.5 à 1 % par année autant chez l'homme que chez la 
femme. Chez les femmes, on retrouve une deuxième forme de perte osseuse qui 
survient suite à la ménopause. Cette perte, due à la diminution d'œstrogène, 
s'effectue au rythme de quelques points de pourcentage par année et dure en 
moyenne de 5 à 8 ans. Après un certain temps, la densité osseuse atteindra une 
valeur où les structures de l'os deviendront :fragiles et où le risque de fractures sera 
élevé. Les mécanismes menant à la perte osseuse ne sont pas encore parfaitement 
compris. Cependant, il est clair qu'après la ménopause, la perte osseuse est due à 
une augmentation de la résorption osseuse qui est provoquée par la perte des 
oestrogènes. Cette augmentation de résorption osseuse faites par les ostéoclastes 
couplés à la diminution de la production osseuse effectuée par les ostéoblastes a 
pour effet d'engendrer une perte de la masse osseuse. 
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2.1.4 Manifestations cliniques 
Les signes cliniques de l'ostéoporose sont les fractures et leurs conséquences. 
Les fractures surviennent spontanément ou après un léger traumatisme. Les 
fractures surviennent d'abord au niveau de l'avant-bras et de la colonne vertébrale, 
plus tard au niveau des hanches. Les multiples fractures par tassement des 
vertèbres entraînent une déviation de la colonne appelée cyphose. La cyphose est 
associée à une diminution de la taille chez certaines femmes ménopausées. 
2.1.5 Traitement 
Le traitement de l'ostéoporose comporte deux objectifs : l'inhibition de la 
résorption osseuse et, idéalement, la reconstruction de la masse osseuse. Malgré le 
fait qu'il existe aujourd'hui des approches thérapeutiques qui limitent les 
dommages causés par l'ostéoporose, aucune de ces approches n'est en mesure de 
rétablir parfaitement la densité osseuse des patients. 
2.1.5.1 Calcium et vitamine D 
Dans le traitement comme dans la prévention, on doit assurer un apport 
suffisant en calcium. Puisque les personnes âgées absorbent moins bien le calcium, 
il faut ajouter un apport en vitamine D pour faciliter son absorption (Chapuy et al, 
1987). 
2.1.5.2 Oestrogènes 
Les oestrogènes peuvent augmenter la masse osseuse vertébrale de 5 % et 
réduire de moitié le taux de fractures à ce niveau (Lindsay et al, 1990). Ils 
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entraînent cependant un risque augmenté de cancer de 1' endomètre et de cancer du 
sein. Il existe une nouvelle classe de composés appelés les modulateurs sélectifs 
des récepteurs aux oestrogènes (SERM). Les composés les plus étudiés de cette 
classe sont le rolaxifène et le tamoxifène. Comme les oestrogènes, ces composés 
possèdent des effets protecteurs contre la résorption osseuse chez les femmes 
mépausées. Par contre, contrairement aux oestrogènes, ces composés 
n'augmentent pas les risque de cancer du sein ni de l'endomètre (Agnusdei et al, 
1999). 
2. 1.5.3 Calcitonine 
La calcitonine peut être utile pour freiner la perte osseuse trabéculaire (Mazzuoli et 
al, 1986), mais son effet sur le taux de fracture et la protection de l'os cortical a été 
mis en doute. La calcitonine comporte aussi des propriétés analgésiques, ce qui lui 
confère un rôle dans le traitement des douleurs induites par l'écrasement vertébral 
ostéoporotique. Cependant, son utilisation est limitée par le phénomène 
d'échappement retrouvé chez certains patients. Le phénomène d'échappement se 
manifeste par une perte d'efficacité du traitement. 
2. 1. 5. 4 Biphosphonates 
Les biphosphonates exercent une action régulatrice sur le métabolisme osseux. 
Ils ont une forte affinité pour les cristaux d'hydroxyapatite des os où ils 
s'accumulent. Une fois adsorbés au niveau de l'os, ils induisent des changements 
morphologiques chez les ostéoclastes. Ils réduisent l'activité et le recrutement des 
ostéoclastes favorisant ainsi la formation osseuse (Fitton et al, 1991). 
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2. 1. 5. 5 Calcitriol 
Le calcitriol est un métabolite actif de la vitamine D qui facilite l'absorption du 
calcium et qui favorise probablement l'activité des ostéoblastes (Sambrook et al, 
1993). La fenêtre thérapeutique étant toutefois étroite, il faut assurer un suivi de la 
calcémie chez les patients sous traitement. 
2.1.5.6 Fluor 
Le fluor est une substance qui stimule la formation osseuse et qui a été 
discréditée, car l'augmentation de la densité osseuse semble se faire aux dépens 
d'un os fragilisé. On croit que du calcium de l'os cortical passe vers l'os 
trabéculaire, ce qui augmente le risque de fractures (Riggs et al, 1990). 
2.1.5.7 PTH 
La PTH administrée à petites doses intermittentes stimule la formation osseuse 
en exerçant une influence sur un facteur de croissance dit« insulin-like »,mais son 
activité reste limitée dans le temps (Riggs et al, 1992). L'emploi clinique de la 
PTH est aussi limité par sa nature protéique et les difficultés d'administration qui y 
sont reliées. 
2.1.5.8 Strontium 
Certains éléments chimiquement semblables au calcium, tel que le strontium, 
possèdent des effets pharmacologiques sur le tissu osseux lorsqu'ils sont présents à 
des niveaux supérieurs à ceux normalement requis par la physiologie. Il a été 
démontré que le strontium exerce plusieurs effets sur les cellules osseuses. En plus 
de son activité anti-résorption, le strontium possède une activité anabolique sur 
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l'os. Ainsi, le strontium pourrait être un agent potentiellement intéressant pour le 
traitement de l'ostéoporose (Marie et al, 2001). 
2.2 la maladie de Paget 
2.2.1 Définition 
La maladie de Paget est une maladie osseuse localisée et progressive 
caractérisée par une augmentation du remodelage osseux, une hypertrophie de l'os 
et des défauts de la structure osseuse. 
2.2.2 Épidémiologie 
La maladie de Paget est une maladie plutôt commune. Dans plusieurs pays, 
elle se retrouve au deuxième rang des maladies métaboliques de l'os derrière 
l'ostéoporose. On estime que 3 % de la population âgée de plus de 50 ans sont 
affectés par cette maladie. La maladie de Paget est presque toujours diagnostiquée 
chez des patients de plus de 40 ans et elle est beaucoup plus fréquente chez 
l'homme que chez la femme. De travaux récents ont montré la présence d'une 
prédisposition génétique chez les patients. 
2.2.3 Pathophysiologie 
Pour des raisons encore inconnues, on retrouve une résorption osseuse 
anormalement élevée à certains endroits du squelette associée à une augmentation 
de la formation osseuse. Une infection lente aux paramyxovirus et les 
prédispositions génétiques seraient les causes de la maladie. L'étape initiale est 
l'élévation anormale de la résorption osseuse faite par les ostéoclastes. On retrouve 
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ensuite une augmentation compensatoire de la formation osseuse secondaire faites 
par les ostéoblastes qui a pour effet de créer une balance positive de formation 
osseuse. Ce phénomène provoque des lésions sclérotiques et des déformations 
locales du squelette. 
2.2.4 Manifestations cliniques 
La maladie de Paget est asymptomatique; elle est souvent découverte à la suite 
d'une mesure routinière de la phosphatase alcaline sérique ou par un examen 
radiographique. Seulement 5 % des patients montrent des symptômes. Les 
symptômes les plus fréquents sont la douleur qui peut être due à des micro-
fractures et la déformation des os. La courbure des os longs et de la colonne 
vertébrale, l'élargissement des os, particulièrement ceux du crâne sont les 
principales déformations retrouvées chez les patients souffrant de la maladie de 
Paget. Les difformités osseuses peuvent aussi causer la compression des nerfs et 
des vaisseaux avec des complications cliniques graves. 
2.2.5 Traitement 
Pratiquement, les seuls traitements contre la maladie de Paget sont la 
calcitonine et les bisphosphonates. La calcitonine peut être efficace pour décroître 
le remaniement osseux et améliorer les signes cliniques et les symptômes. 
Cependant, la calcitonine montre certains désavantages lorsqu'elle est comparée 
aux biphosphonates. Son effet est moins prononcé que celui des biphosphonates et 
il y a des risques de développer une résistance à la calcitonine compte tenu de sa 
24 
nature protéique et de son origine animale. La thérapie de choix contre la maladie 
de Paget est donc un biphosphonate. 
3 LES PROSTAGLANDINES 
3.1 Voie biosynthétique 
Les prostaglandines (PG) et les thromboxanes (TX) font partie de la famille 
des prostanoïdes qui sont des produits des cyclooxygénases (COX) dérivés des 
acides gras non-saturés de type C-20 (Figure 2). Les prostaglandines sont 
composées d'un anneau cyclopentane auquel sont attaché deux chaînes latérales 
nommées a et w. Selon la modification faite à l'anneau cyclopentane, les PGs sont 
classifiées en différents types identifiés par les lettres de A à I parmi lesquelles les 
types A, B et C ne semblent pas être produits naturellement mais seraient plutôt 
créés de façon artificielle durant l'extraction (Narumiya et al, 1999). Chez les 
thromboxanes, un autre produit des COXs, un anneau oxane remplace l'anneau 
cyclopentane. De plus, les prostanoïdes sont classifiés en trois catégories (1, 2 et 3) 
dépendamment du nombre de double liens retrouvés au niveau de leurs chaînes 
latérales. Les prostanoïdes de la série 1 possèdent un double lien au niveau du 
treizième carbone, ceux de la série 2 possèdent deux double liens qui se retrouvent 
au niveau du cinquième et du treizième carbone tandis la série 3 regroupe les 
prostanoïdes qui possèdent trois doubles liens que l'on retrouve sur le cinquième, 
treizième et dix-septième carbone. Les prostanoïdes des séries 1, 2 et 3 sont 
produites à partir de l'acide ')"-homolinolenique (acide 8,11,14-eicosaenoique), 
acide arachidonique (acide 5,8,11,14-eicosatetraenoique) et l'acide 5,8,11,14,17-
eicosapentaenoique respectivement. Dû au fait que l'acide arachidonique est le 
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précurseur le plus abondant chez la plupart des mammifères, les prostanoïdes de la 
série 2 sont donc synthétisées de façon prédominante. Les acides gras précurseurs 
des prostanoïdes sont libérés des phospholipides membranaires par l'action de la 
phospholipase A2 et sont convertis en différentes prostanoïdes par l'action 
séquentielle des cyclooxygénases et de différentes synthases. Les prostaglandines 
ainsi formées sont immédiatement relâchées à l'extérieur de la cellule. Les 
prostaglandines de type G, H, 1 et les thromboxane A sont très instables 
chimiquement étant transformées en des produits inactifs en quelques secondes. 
Malgré le fait que les autres PGs sont chimiquement stables, elles sont 
métabolisées rapidement. Les prostanoïdes ayant un temps de demi-vie très court 
agiront seulement de façon locale, à proximité de l'endroit où elles sont produites 

















3.2 Les cyclooxygénases 
La cyclooxygénase (COX), aussi appelée la prostaglandine H2 synthase 
(PGHS), est l'enzyme qui catalyse les deux premières étapes de la biosynthèse des 
prostaglandines à partir de l'acide arachidonique. Ces étapes sont l'oxydation de 
l'acide arachidonique et la réduction de la PGG2 pour former la PGH2 . La 
cyclooxygénase a été clonée en 1988 (DeWitt et al, 1988;Merlie et al, 
1988;Yokoyama et al, 1988) et la découverte, au début des années 90, de 
l'existence d'une deuxième isoforme de la COX a été un événement majeur dans 
la biologie des prostanoïdes. Les isoenzymes COX-1 et COX-2 ont été classifiées 
comme étant respectivement physiologique et inflammatoire, mais ceci constitue 
une simplification excessive d'un processus complexe. La cyclooxygénase-2 est 
indétectable dans la plupart des tissus, mais son expression peut être rapidement 
induite en réponse à différents stimuli tels que les facteurs de croissance, les 
promoteurs de tumeurs, certaines hormones, les endotoxines bactériennes et les 
cytokines (Smith et al, 1996). Les deux isoformes possèdent un poids moléculaire 
de 71 KD et ont 63 % d'homologie dans leur séquence (Vane et al, 1998). Le gène 
humain de la COX-2 est un petit gène précoce de 8.3 kb tandis que la COX-1 
provient d'un gène beaucoup plus gros de 22 kb. Les produits de ces gènes 
différent également, l' ARN messager de la COX-2 étant de 4.5 kb et celui de la 
COX-1 de 2.8 kb (Otto et al, 1995;Herschman, 1996). Malgré leur ressemblance 
structurale, il existe des différences importantes entre les deux isoformes quant aux 
substrats transformés et à la sélectivité des inhibiteurs. On sait que la COX-2 est 
capable de transformer une plus grande variété d'acides gras que la COX-1 (Otto 
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et al, 1995). Les deux enzymes transforment l'acide arachidonique avec la même 
efficacité mais la COX-2 est aussi capable d'oxygéner d'autres composés tel que 
les acides ')'-linolenique, a-linolenique, et linoleique plus efficacement que la 
COX-1 (O'Neill et al, 1994). La découverte de la COX-2 a mis en évidence de 
grandes différences au niveau de la pharmacologie des deux isoenzymes (Mitchell 
et al, 1993). Les anti-inflammatoires non-stéroïdiens (AINS) tels que l'aspirine et 
l'indométhacine, qui inhibent fortement la COX-1, provoquent beaucoup d'effets 
secondaires dont des problèmes d'estomac (Lanza, 1989). Les composés qui 
agissent plus puissamment sur la COX-2 et qui possèdent un meilleur ratio 
d'activité COX-2/COX-1 seront de meilleurs agents anti-inflammatoires et 
provoqueront moins d'effets secondaires. Plusieurs compagnies pharmaceutiques 
ont développé de nouveaux inhibiteurs sélectifs de la COX-2. Parmi les composés 
les plus sélectifs disponibles en ce moment, on retrouve le DFU, 1000 fois plus 
sélectif envers COX-2 que COX-1 (Riendeau et al, 1997) et le NS-398 (Futaki et 
al, 1994). Parmis les inhibiteurs sélectifs de la COX-2 présentement disponible au 
public on retrouve le rofocoxib et le celecoxib. Lors d'essais d'activité 
enzymatique in vitro, il a été démontré que le rofecoxib possède un ratio IC50 
COX-1 / IC50 COX-2 de 267 tandis que le celecoxib possède un ratio de 30 
(Patrono et al, 2001), démontrant ainsi une plus grande spécificité pour l'inhibition 
de laCOX-2. 
3.3 Les récepteurs 
Différents types et sous-types de récepteurs aux prostaglandines ont été décrits sur 
la base de données pharmacologiques (Coleman et al, 1994;Narumiya et al, 1999). 
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La nomenclature DP, EP, FP, IP et TP reconnaît l'existence de récepteurs 
spécifiques aux cinq types de prostanoïdes naturelles, PGD2 , PGE2, PGF 2a, PGI2 et 
TxA2, respectivement. Jusqu'à maintenant, quatre sous-types de recepteur EP ont 
été décrits: EP1, EP2, EP3 et EP4. Des agonistes sélectifs sont disponibles pour 
tous les récepteurs sauf pour le sous-type EP 4, ainsi que des antagonistes sélectifs 
pour les récepteurs DP, EP1, EP4 et TP. 
Tous les récepteurs aux prostaglandines ont été clonés; ce sont des récepteurs de 
type rhodopsine possédant 7 domaines trans-membranaires (Narumiya et al, 
1999). Dépendamment de l'espèce, le récepteur EP3 peut avoir de trois à sept 
isoformes produites grâce à l' épissage alternatif, ce qui détermine différentes 
spécificités aux protéines G et le couplage aux systèmes de seconds messagers 
(Namba et al, 1993), tout en conservant la même spécificité aux agonistes et 
antagonistes. 
3.3.1 Pharmacologie des récepteurs 
Chacun des huit types et sous-types de récepteurs possède une spécificité au 
niveau de la liaison avec leurs ligands qui leur permettent de se distinguer des 
autres. 
3.3.1.1 Récepteur OP 
Le ligand endogène préférentiel du récepteur DP est la PGD2• Cependant, la PGD2 
exerce aussi une forte activité agoniste sur les récepteurs FP et TP (Coleman et al, 
1981). Il existe plusieurs agonistes sélectifs pour le récepteur DP, le plus utilisé 
étant le BW245C (Town et al, 1983). On retrouve aussi des antagonistes sélectifs 
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pour le récepteur DP: le BWA868C (Giles et al, 1989) et le ZK138357 (Lydford 
et al, 1996). Le récepteur DP est connu pour être capable d'induire une 
augmentation de l'AMPc intracellulaire en activant l'adénylate cyclase via une une 
protéine Gs (Halushka et al, 1989). Cependant, il a été démontré que le récepteur 
DP pouvait aussi provoquer une augmentation du calcium intracellulaire (Boie et 
al, 1995;Imamura et al, 1995;Sarrazin et al, 2001). 
3.3.1.2 Récepteur EP1 
La sulprostone a été le premier composé à être identifié comme étant un 
puissant agoniste pour le récepteur EP1. Cependant il a été démontré comme étant 
aussi puissant envers le récepteur EP3 (Bunce et al, 1991). En fait, jusqu'à 
maintenant il n'y a pas de composé hautement sélectif pour le récepteur EP1 de 
décrit. Deux composés se sont avérés utiles dans l'étude du récepteur EP1 : le 17-
phényl-ro-trinor PGE2 (Lawrence et al, 1992) et l'iloprost (Senior et al, 1991). La 
sélectivité du 17-phényl-ro-trinor PGE2 est seulement de IO fois supérieure pour 
EP1 que pour les récepteurs EP2 et EP3, ce qui limite grandement son utilité pour 
caractériser les sous-types de récepteur EP. Cependant, l'iloprost est beaucoup 
plus sélectif pour le récepteur EP1 que pour les autres récepteurs EP mais il a été 
décrit comme étant seulement un agoniste partiel pour le récepteur EP1• De plus, 
l'iloprost étant un analogue de la PGh, il possède une activité agoniste très forte 
pour le récepteur IP. Le récepteur EP1 effectue son effet biologique via une 
protéine Gq en augmentant le niveau de Ca++ intracellulaire. 
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3.3.1.3 RécepteurEP2 
Il y a plusieurs composés qui ont été identifiés comme étant des agonistes du 
récepteur EP2 mais seulement deux sont des agonistes sélectifs : le butaprost 
(Gardiner, 1986) et le AH13205 (Regan et al, 1994). Malgré le fait qu'ils soient 
sélectifs pour le récepteur EP2, ces composés possèdent une puissance qui est de 
10 à 1 OO fois moins élevée que la PGE2 pour activer ces récepteurs, ce qui limite 
leur utilité. Il n'y a encore aucun antagoniste de décrit pour le récepteur EP2• Le 
récepteur EP2 est couplé aux protéines Gs, il est donc capable d'induire une 
augmentation du niveau d' AMPc intracellulaire. 
3.3.1.4 Récepteur EP3 
Beaucoup d'agonistes pour le récepteur EP3 ont vu le jour grâce aux efforts des 
compagmes pharmaceutiques pour développer des drogues anti-ulcéreuses Le 
misoprostol en est un exemple (Collins, 1986). Cependant, la majorité des 
composés qui ont été décrits possède une activité agoniste sur les autres sous-types 
EP et même sur d'autres types de récepteurs aux prostanoïdes. Trois composés se 
montrent plus sélectifs pour le récepteur EP3 que les autres: l'enprostil, le 
GR63799 et le sulprostone (Bunce et al, 1991). Ces composés ne sont pas 
extrêmement sélectifs mais ils ont l'avantage d'être des agonistes beaucoup plus 
puissants pour le récepteur EP3 que pour les autres. Malgré toute la recherche en 
chimie des prostanoïdes, il n'y a aucun antagoniste rapporté pour le récepteur EP3. 
On connaît maintenant six isoformes du récepteur EP3 chez l'humain, soit EP3a, 
EP3b, EP3c, EP3a, EP3e et EP3f (Regan, 1994; An 1994; Schmid 1995). Tous ce sous-
types peuvent amener une diminution de l'AMPc et les sous-types EP3a, EP3b et 
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EP3c peuvent aussi causer une augmentation du calcium intracellulaire (Schmid, 
1995) 
3. 3. 1. 5 Récepteur EP 4 
Aucun agoniste sélectif n'a été décrit pour le récepteur EP 4 . Cependant, le 11-
déoxy-PGE1 agit comme agoniste à la fois sur le récepteur EP 4 et sur le récepteur 
EP2 (Dong et al, 1986;Brum-Fernandes et al, 1996). Une des caractéristiques du 
récepteur EP4 qui le distingue des autres sous-type EP est qu'il peut être bloqué 
par deux antagonistes: le AH22921 et le AH23848. Ces deux composés sont des 
antagonistes du récepteur TP qui sont capables de bloquer l'activité du récepteur 
EP4 à une puissance cent fois plus faible que celle du récepteur TP (Coleman et al, 
1994). Malgré sa faible activité antagoniste, le AH23848 a l'avantage de ne pas 
agir sur les autres sous-types du récepteur EP (Coleman et al, 1994). Le récepteur 
EP4 est couplé aux protéines G8, il induit donc une augmentation de l'AMPc 
intracellulaire lorsque qu'il est activé. 
3.3.1.6 Récepteur FP 
La PGF2a est un puissant agoniste du récepteur FP, mais il n'est pas très 
sélectif. Il possède des activités agonistes appréciables sur les récepteurs EP et TP 
(Coleman et al, 1994). Par contre, le fluprosténol et le cloprosténol ont été décrits 
comme étant aussi puissants que la PGF2a sur les récepteurs FP tout en possédant 
une activité agoniste moins élevée sur les autres type de récepteurs. Il n'existe pas 
d'antagonistes pour les récepteurs FP. L'activation du récepteur FP est couplé à 
une augmentation du calcium intracellulaire via les protéines Gq. 
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3.3.1. 7 Récepteur IP 
La PGI2, le ligand endogène du récepteur IP, est chimiquement très instable. Il 
est donc impossible d'utiliser la PGI2 en tant qu'agoniste du récepteur IP. 
Beaucoup d'efforts ont été faits pour développer des analogues synthétiques de la 
PGh. Cependant, les gains obtenus au niveau de la stabilité se faisaient au 
détriment de la puissance de l'activité agoniste sur le récepteur IP. La 
carbaprostacycline, un analogue de la PGh, est sélective pour les récepteurs IP 
mais possède une faible activité agoniste (Armstrong et al, 1989). Aucun 
antagoniste n'est encore connu pour les récepteurs IP. Le récepteur IP est couplé 
aux protéines G5, donc son mécanisme de transduction passe par l'activation de 
l'adénylate cyclase, ce qui entraîne une augmentation de I' AMPc intracellulaire. 
3.3.1.8 Récepteur TP 
Contrairement aux autres récepteurs, il existe quelques agonistes sélectifs et 
plusieurs antagonistes pour les récepteurs TP. Le U46619 est l'agoniste qui est le 
plus sélectif et le plus utilisé (Malmsten, 1976). Il existe toute une série 
d'antagonistes pour les récepteurs TP, parmi lesquel on retrouve le AH23848 qui 
agit puissamment sur les récepteurs TP et faiblement sur les récepteurs EP 4 
(Coleman et al, 1994). L'activation du récepteur TP induit une augmentation du 
niveau de calcium intracellulaire dû au fait qu'il est couplé aux protéines Gq. 
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Tableau 1. Protéines G et seconds messagers 
Récepteurs Protéines G Seconds messagers 
DP Gg t Calcium intracellulaire 
IP Gs t AMPc intracellulaire 
FP Gg t Calcium intracellulaire 
EP1 Gg t Calcium intracellulaire 
EP2 Gg t Calcium intracellulaire 
EP3a, EP3b, EP3c, EP3d, 
Ûi J.. AMPc intracellulaire EP3e, EP3f 
EP3a, EP3b, EP3c Gg t Calcium intracellulaire 
EP4 Gs t AMPc intracellulaire 
TP Gg t Calcium intracellulaire 
3.3.2 L'effet des prostaglandines sur l'os 
En 1970, il a été démontré que la prostaglandine E2 était capable d'induire 
une augmentation del' AMPc et de stimuler la résorption osseuse dans une culture 
organotypique d'os de rat (Klein et al, 1970). Depuis ce temps, plusieurs autres 
évidences sont venues confirmer que les prostaglandines ont un rôle important 
dans la régulation du métabolisme de l'os. Ces évidences ont aussi montré que le 
mécanisme de régulation de l'os par les prostaglandines est très complexe. Les 
prostaglandines sont des modulateurs multifonctionnels qui peuvent agir en tant 
que stimulateurs ou inhibiteurs sur la formation ou la résorption de l'os. La 
production de prostaglandines au niveau de l'os semble bien régularisée. Jusqu'à 
maintenant, nous savons que les ostéoblastes expriment la COX-2 et qu'ils sont 
capables de synthétiser des prostaglandines (Brum-Femandes et al, 1994). 
Cependant, la production de prostaglandines par les autres cellules de l'os et par 
les cellules des tissus avoisinants pourrait aussi avoir des influences importantes 
sur le métabolisme osseux. Malgré le fait que la PGE2 semble la prostaglandine la 
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plus abondante dans une culture organotypique osseuse, la prostaglandine F2a 
(PGF2a) et la prostacycline (PGI2) sont aussi synthétisées par le tissu osseux (Raisz 
et al, 1979;Voelkel et al, 1980). 
3.3.3 les prostaglandines dans la résorption osseuse 
La plupart des premières études sur l'implication des prostaglandines sur le 
métabolisme osseux se sont attardées à leurs effets sur la résorption osseuse. Les 
résultats de ces études ont montré que la PGE2 était la prostaglandine la plus 
abondante dans l'os (Raisz et al, 1979;Voelkel et al, 1980) et que les 
prostaglandines de la série E étaient les plus puissants activateurs de la résorption 
(Raisz et al, 1989;Raisz et al, 1989). On retrouve ensuite la PGI2 qui est la 
deuxième prostaglandine en abondance dans l'os (Raisz et al, 1979) mais, dans un 
système de culture organotypique, elle ne semble pas être impliquée de façon 
importante au niveau de la résorption (Tashjian, Jr. et al, 1988). Finalement, on 
retrouve de petites quantités de PGF2a au niveau de l'os et lorsque l'on applique de 
la PGF2a exogène dans une culture organotypique, la résorption osseuse est 
augmentée. Cependant, il a été démontré que cette augmentation est due, au moins 
en partie, à l'augmentation de production de PGE2 endogène (Raisz et al, 1990). 
Des études in vivo chez les animaux et chez les humains suggèrent que les 
prostaglandines peuvent être responsables de l'hypercalcémie que l'on retrouve en 
présence de tumeurs malignes (Minkin et al, 1981 ;Tashjian, Jr. et al, 1987) ainsi 
que de la perte osseuse due à l'inflammation dans les maladies périodontales 
(Harris et al, 1973;Harvey et al, 1984) et l'arthrite rhumatoïde (Robinson et al, 
1975). La production de prostaglandines est aussi impliquée dans le relâchement 
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des prothèses orthopédiques (Goldring et al, 1983;Horowitz et al, 1994). L'effet 
activateur de résorption de la PGE2 dans des systèmes complexes in vivo semble 
être dû à sa capacité d' augrv.enter le taux de différenciation des précurseurs en 
ostéoclastes matures (Suzawa et al, 2000;Li et al, 2000). D'un autre coté, il a été 
montré que la PGE2 est capable d'agir directement sur les ostéoclastes et d'inhiber 
la résorption osseuse (Fuller et al, 1989;Mano et al, 2000). Les prostaglandines 
peuvent donc être à la fois des activateurs et des inhibiteurs de la résorption 
osseuse, dépendamment de leurs sites d'action. 
3.3.4 Les prostaglandines dans la formation osseuse 
Les travaux initiaux ont démontré que les prostaglandines avaient 
des effets stimulateurs et inhibiteurs sur la production de collagène dans les 
cultures organotypique (Blumenkrantz et al, 1972;Raisz et al, 1974). Il a été 
démontré par la suite que la PGE2 a un effet biphasique sur la synthèse de 
collagène dans une culture de boite crânienne de rat (Chyun et al, 1984). A faible 
concentration, la PGE2 augrv.ente la production de collagène et à forte 
concentration, elle la diminue. Les prostaglandines sont capables d'induire la 
différenciation des cellules osseuses en culture et accélèrent la formation de 
nodules minéralisés in vivo (Koshihara et al, 1989;Flanagan et al, 1992). La PGE2 
stimule la réplication des pré-ostéoblastes (Gronowicz et al, 1994) et provoque un 
effet biphasique sur la synthèse d'ADN et l'activité de la phosphatase alcaline 
chez les cellules ostéoblastiques (Hakeda et al, 1985;Hakeda et al, 1986). La 
PGE2, à faible concentration, stimule l'activité de la phosphatase alcaline (Hakeda 
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et al, 1985). Dans les cultures cellulaires, la PGE2 est capable d'induire la synthèse 
d' ADN (Hakeda et al, 1987). 
3.3.5 Prostaglandines et autres modulateurs 
Il existe beaucoup de facteurs capables de moduler le métabolisme osseux. Certain 
de ces facteurs tel que les interleukines (IL-1, IL-3, IL-6 et IL-11), le M-CSF 
(Macrophage-colony stimulating facteur), le TNP (Tumor necrosis factor) et le 
RANKL augmentent la résorption. Tandis que d'autres tels que l'interféron-y, 
l'interleukine-4 et 13 ainsi que l'ostéoprotégérine inhibent la résorption osseuse. 
Les effets de ces différents facteurs sur les cellules osseuses ont été étudiés de 
façon rigoureuse par le passé. Il a été démontré que la stimulation de la résorption 
faite par les interleukine-1, 3, 6 et 11 ainsi que par le TNF alpha étaient médiés 
par les prostaglandines. Ces cytokines provoquent leurs effets en augmentant 
l'expression de la cyclooxygénase-2 ce qui augmente le niveau de prostaglandines. 
Les prostaglandines produites sont alors capables d'induire l'ostéoclastogénèse et 
augmenter l'activité des ostéoclastes, provoquant ainsi une augmentation de la 
résorption osseuse. En effet, ces cytokines (IL-1, IL-3, IL-6, IL-11, TNF alpha) 
augmentent le nombre d'ostéoclastes ainsi que la résorption osseuse. Cette 
induction est inhibée par des inhibiteurs des cyclooxygénases (indométhacine et 
NS-398) et renversée par l'addition de PGE2 exogène (Lader et al, 1998;Stephan 
et al, 1999;Brandstrom et al, 2001). 
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D'autres composés tels que l'interleukine-4 et l'interleukine-13 sont capables 
d'inhiber la résorption osseuse. Il a été démontré que l'effet inhibiteur de ces 
cytokines sur la résorption osseuse était dû à leur capacité de diminuer 
l'expression de la cyclooxygénase-2, diminuant ainsi le niveau de prostaglandines 
chez les ostéoblastes (Onoe et al, 1996). 
Les prostaglandines sont aussi impliquées dans le mécanisme d'action de d'autres 
régulateurs importants du métabolisme osseux tel que le RANKL et l'OPG. En 
effet, les prostaglandines sont capables d'induire l'expression du RANKL chez les 
précurseurs ostéoclastiques, ce qui favorise l' ostéoclastogénèse et augmente la 
résorption osseuse. Et de l'autre coté, les prostaglandines inhibent la synthèse 
d'ostéoprotégérine connue pour inhiber l'ostéoclastogénèse et la résorption 
osseuse (Aubin et al, 2000). 
Les prostaglandines jouent donc un rôle essentiel dans le mécanisme d'action de 
certains régulateurs du métabolisme osseux. Comme on vient de le voir, la 
synthèse de prostaglandines peut être modulée soit à la hausse ou è la baisse par 
beaucoup de facteurs et peut à son tour influencer l'expression de protéines ayant 
des effets importants sur le métabolisme osseux. Ces observations démontrent 
clairement que les prostaglandines sont des médiateurs très important qui semblent 
jouer un rôle central dans la régulation du métabolisme osseux. Cependant, les 
cellules sur lesquelles les prostaglandines exercent leurs effets dans la régulation 
de métabolisme osseux ne sont pas encore clairement identifiées. C'est pourquoi il 
est important de connaître les facteurs capables de moduler la production de 
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prostaglandines et la distribution des récepteurs aux prostaglandines chez les 
cellules de l'os. 
3.3.6 Récepteurs impliqués 
Quelques études ont tenté de déterminer quels étaient les récepteurs aux 
prostaglandines impliqués dans la modulation des cellules de l'os. Chez les 
cellules ostéoblastiques isolées de la boite crânienne de rat, il a été démontré que 
la PGE2, agissant via le récepteur EP1, provoque une augmentation de la formation 
de nodules minéralisés, de l'activité de la phosphatase alcaline et une baisse de 
l'incorporation de la thymidine marquée favorisant ainsi la différenciation (Fujieda 
et al, 1999). Cependant, dans le même modèle, lorsque la PGE2 interagit avec les 
récepteurs EP2 et EP 4, elle inhibe la différenciation et stimule la prolifération 
(Fujieda et al, 1999). Le phénomène opposé a été décrit chez les cellules 
ostéoblastiques de souris MC-3T3-El où l'activation du récepteur EP1 stimule la 
prolifération et abaisse l'expression de la phosphatase alcaline tandis que 
l'activation des récepteurs EP2 et EP 4 diminue la prolifération et augmente la 
différenciation (Suda et al, 1996;Suda et al, 2000). L'effet de la PGE2 sur les 
cellules ostéoblastiques semble donc non seulement varier d'une espèce à l'autre 
mais aussi chez une même espèce selon l'âge. En effet, la PGE2 augmente de 
façon significative la formation de nodules minéralisés chez les cellules isolées à 
partir de jeunes rats et elle la diminue chez des cellules isolées de rats plus âgés 
(Fujieda et al, 1999;Kaneki et al, 1999). 
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Il a été montré que les récepteurs EP2 (Inoue et al, l 999;Li et al, 2000) et EP 4 
(Suzawa et al, 2000;Sak:uma et al, 2000) sont importants pour 1 'ostéoclastogénèse 
chez les rongeurs. In vivo, les deux récepteurs participent dans la perte osseuse 
induite par la PGE2 chez la souris (Suzawa et al, 2000). La distribution des 
récepteurs aux prostaglandines chez les ostéoclastes et les précurseurs 
ostéoclastiques étant encore inconnus, il est difficile de déterminer si ces effets 
sont dus à la présence des récepteurs chez les ostéoclastes ou chez les ostéoblastes. 
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BUT 
Les effets des prostaglandines sur l'os semblent paradoxaux. Certaines 
études démontrent qu'elles ont la capacité d'augmenter la résorption osseuse et 
d'autres études démontrent le contraire. Pour élucider ce paradoxe, nous devons 
connaître quelles cellules, présentes dans l'os, sont capables de produire les 
prostaglandines ainsi que la distribution des récepteurs sur ces cellules. 
Il a été démontré que les ostéoblastes humains peuvent produire des 
prostaglandines, car ils expriment la COX-2 (Brum-Femandes et al, 1994). De 
plus, les récepteurs présents chez les ostéoblastes humains ont été caractérisés 
(Sarrazin et al, 2001). Nous savons que les ostéoblastes humains expriment les 
récepteurs DP, EP4, IP, FP et TP. L'étude sur l'implication de ces récepteurs dans 
les fonctions des ostéoblastes est en cours dans notre laboratoire. Cependant, pour 
comprendre les effets des prostaglandines, nous devons aussi savoir si les 
ostéoclastes peuvent synthétiser les prostaglandines et connaître la distribution des 
récepteurs et leurs effets chez les ostéoclastes. Le but de cette étude est de mieux 
comprendre les effets des prostaglandines chez les ostéoclastes matures. Les 
objectifs sont donc de caractériser l'expression des cyclooxygénases ainsi que 
l'expression des récepteurs aux prostaglandines chez les ostéoclastes matures 
fœtaux et de vérifier l'implication des récepteurs présents dans la régulation de 
l'activité de ces ostéoclastes. 
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MATÉRIEL ET MÉTHODE 
4 CUL TURE CELLULAIRE 
4.1 Extraction des ostéoclastes 
La méthode d'extraction d'ostéoclastes humains matures a été élaborée en se 
basant sur une méthode similaire décrite par Chambers et al pour extraire des 
ostéoclastes de lapins (Chambers et al, 1982). Les ostéoclastes matures ont été 
extraits à partir d'os long de fœtus dont l'âge variait entre 14 et 20 semaines de 
gestation. Les fœtus ont été obtenus suite à la signature par la mère d'un 
consentement éclairé conformément à la loi civile du Québec. Les tibias et les 
fémurs ont été prélevés et dénudés de tout le tissu conjonctif. Les os ont ensuite été 
coupés transversalement dans un pétri de 10 cm contenant 6 ml de milieu a-MEM 
(Sigma, Oakville, ON) supplémenté de 10 % FBS à pH 6.8. Les os ont ensuite été 
grattés à l'aide d'un scalpel pour les réduire en de très petits fragments. Les os 
émincés et le milieu ont été transférés, à l'aide d'une pipette sérologique en 
plastique, dans un tube conique de 15 ml et vortexés à vitesse moyenne pendant 30 
secondes. La préparation a été laissée au repos pendant environ 1 minute afin de 
laisser les fragments d'os sédimenter. Ensuite, 200 µl du surnageant ont été placés 
en culture sur des lamelles de verre selon les exigences de la procédure. Pour les 
expériences de microscopie confocale, des lamelles circulaires de 25 mm 
disposées dans un Pétri de 30 mm ont été utilisées et pour toutes les autres 
procédures des lamelles de 22 mm X 22 mm disposées dans des plaques de culture 
cellulaire à 6 puits ont été utilisées. Pour permettre l'attachement des ostéoclastes, 
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les cellules ont été placées dans l'incubateur à 37 °C dans un environnement 
constitué de 5 % C02 pendant 45 minutes. Les cellules ont ensuite été lavées 3 fois 
avec du PBS pour retirer les cellules non-adhérentes. Les cellules ont été gardées 
dans 2 ml de a-MEM 10% FBS pH 6.8 dans l'incubateur à 37 °C jusqu'à leur 
utilisation, environ 24 heures plus tard. 
4.2 NIH-3T3 
Les NIH-3T3 ont été achetées chez ATCC et gardées en culture sur des 
lamelles circulaires de 25 mm dans du DMEM supplémenté de 10% FBS et 2 mM 
pénicilline-streptomycine. 
5 EXPRESSION DE LA TRAP 
La présence de la phosphatase acide résistante au tartrate (TRAP) a été 
démontrée en effectuant une coloration enzymatique avec une trousse 
commerciale (Sigma, Oakville, ON). En résumé, les cellules ont d'abord été 
rincées 2 fois avec du PBS pour ensuite être fixées pendant 2 minutes avec un 
mélange 1: 1 d'acétone et de méthanol. Le fixateur a été aspiré et un séchage à l'air 
libre de 5 minutes a permis l'évaporation complète du fixateur. Par la suite, les 
cellules ont été incubées 10 minutes à 37 °C avec la solution de coloration 
contenant 50 mM tartrate (Sigma, Oakville, ON). Les cellules ont ensuite été 
rincées à l'eau et les lamelles ont été montées sur des lames de microscope et 
observées en microscopie à champ clair dans le but d'évaluer la présence de la 
TRAP (Tartrate Resistant Acid Phosphatase) qui provoque une coloration rouge. 
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6 COLORATION DES FILAMENTS DE F-ACTINE 
Pour montrer la présence des différentes structures d'actine chez les 
ostéoclastes, nous avons utilisé une approche déjà décrite dans la littérature (Zhang 
et al, 1995) qui consiste à faire une coloration enzymatique pour la TRAP suivie 
d'un marquage des filaments de F-actine. 
Vingt-quatre heures après l'extraction, le milieu des ostéoclastes a été 
remplacé par 2 ml de nouveau milieu a-MEM contenant 2 mM indométhacine 
(Sigma, Oakville, ON). Les cellules ont été incubées 1 heure à 37 °C avant 
l'addition des composés pour permettre un retour à 1' équilibre des structures 
d'actine. Lors des expériences comportant plusieurs temps de traitement 
(3,6,9,12,18 et 24 heures ou 5,10 et 30 minutes), les composés ont été ajoutés au 
temps zéro et la réaction a été arrêtée à chacun des temps en aspirant le milieu et 
en ajoutant 1 ml de la solution de fixation. La même procédure a été effectuée pour 
les expériences comportant plusieurs concentrations sauf que les cellules ont été 
fixées après 5 minutes de stimulation avec les composés. 
Les cellules ont été fixées avec du PBS contenant 3.7 % de formaldéhyde 
pendant 10 minutes et rincées 2 fois avec du PBS. Les cellules ont été 
perméabilisées avec du PBS contenant 0.1 % Triton-X-100 pendant 5 minutes. 
Après 2 rinçages au PBS, les cellules ont été incubées avec la solution de 
coloration TRAP de la trousse #387-A de Sigma (Sigma, Oakville, ON) (Voir 
section Méthodologie 2.1) pendant 10 minutes. Après 2 lavages avec du PBS, 200 
µJ de PBS contenant 5 µ,M de phalloïdine (Molecular Probe, Eugene, OR) 
conjuguée à la rhodamine ont été déposés sur chaque lamelle pendant 20 minutes. 
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Les cellules ont été rincées 2 fois avec du PBS et les lamelles ont été montées sur 
des lames de microscope. 
7 DOSAGE DU CALCIUM INTRACELLULAIRE 
Pour évaluer si les ostéoclastes étaient sensibles à la calcitonine, nous 
avons vérifié l'effet de cette hormone sur le niveau de calcium intracellulaire. Pour 
ce faire, les cellules ont été gardées en culture sur des lamelles circulaires de 25 
mm dans du a-MEM pendant 24 heures. Les cellules ont été rincées 2 fois avec le 
tampon Tyrode (Sigma, Oakville, ON) contenant 0.1 mM BSA avant d'être 
chargées avec 2 µM de Fluo-3 dissout dans du tampon Tyrode contenant 0.1 mM 
BSA (Sigma, Oakville, ON) pendant 45 minutes. Les cellules ont été rincées et 
incubées avec du tampon Tyrode sans BSA pendant 15 minutes pour permettre 
l'hydrolyse de la sonde calcique. Les lamelles ont ensuite été montées dans un 
bain expérimental où 1 ml de tampon Tyrode a été ajouté. Les acquisitions 
d'intensité de fluorescence ont été effectuées avant et après l'addition de 1 µM de 
calcitonine humaine (Calbiochem, LaJolla, CA). Les cellules sont examinées avec 
un microscope confocal à balayage (NORAN Instruments Inc., Middleton, WI) 
muni d'un laser au krypton/argon et couplé à un microscope inversé avec un 
objectif 1 OOX (Nikon) avec immersion d'huile. Les échantillons ont été excités à 
488 nm et l'émission est mesurée à 525-550 nm. Les images numériques sont 
obtenues avec une moyenne effectuée sur 256 prises d'images et sont accentuées 
et traitées avec le logiciel INTERVISION (NORAN Instruments Inc.) sur une 
station informatique Silicon Graphies 02 opérant avec le système d'exploitation 
UNIX. 
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8 RÉSORPTION OSSEUSE 
Des disques d'os bovins ont préalablement été préparés à partir d'un os long de 
bœuf provenant du boucher local. Des coupes d'os de 200 µm d'épaisseur ont été 
faites avec une scie à basse vitesse muni d'une lame à diamant (Low speed 
Isomet). Des disques circulaires ont ensuite été faits à l'aide d'un poinçon à papier 
et dévitalisés en subissant 3 sonifications de 60 secondes à la puissance maximale. 
Les disques ont été pré-incubés pendant au moins 1 heure dans du milieu 
supplémenté de FBS avant les expériences. Suite à la procédure d'extraction, 200 
µl de la solution contenant les ostéoclastes ont été déposés sur des disques d'os 
bovin placés dans une boite de culture de 96 puits. Les disques ont été gardés dans 
un incubateur à 37 °C pendant 1 heure pour permettre aux ostéoclastes d'adhérer à 
l'os. Les disques ont été lavés 3 fois avec du milieu pour retirer les cellules non-
adhérentes et gardés en culture pendant une période de 48 heures dans du milieu Cl.-
MEM supplémenté de 10 % FBS à pH 6.8. Les disques d'os ont été rincés 2 fois 
avec du PBS et fixés avec un mélange éthanol-acétone 1: 1 pendant 2 minutes. Les 
disques ont été séchés à l'air pendant 5 minutes et les cellules TRAP positives ont 
été détectées avec la trousse leucocyte-acid-phosphatase contenant 50 mM L-
tartrate. Après avoir compté les cellules TRAP+ présentes sur les disques d'os, ils 
ont été nettoyés avec du NH40H et séchés à l'air. Pour l'observation par 
microscopie électronique à balayage (MEB), les échantillons ont été déposés sur 
un support conducteur en aluminium recouvert au préalable d'un auto-collant de 
carbone. Le disque d'os n'étant pas conducteur de par sa nature, la surface de 
l'échantillon a été rendu conductrice en déposant une couche d'or palladium d'une 
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épaisseur de 200 nanomètres à l'aide d'un système de pulvérisation cathodique à 
froid (cool sputter coater) de marque Hammer. L'observation a été réalisée à l'aide 
du microscope électronique à balayage JEOL JSM 840A opérant sous une tension 
d'accélération entre 10 et 20 kilovolts. L'acquisition des photos digitales a été 
réalisée à l'aide du système d'acquisition digitale PCI Imaging. 
9 IMMUNOHISTOCHIMIE 
Les ostéoclastes placés en culture sur des lamelles de verre de 22 mm x 22 rnm 
ont été rincés 2 fois avec du PBS. Les cellules ont été fixées pendant 2 minutes 
avec une solution acétone/méthanol (1: 1 ). Par la suite, la solution a été aspirée et 
les lamelles ont été séchées à l'air libre. Après cette étape, nous avions la 
possibilité d'entreposer les lamelles jusqu'à leur utilisation. Pour ce faire, les 
plaques contenant les lamelles ont été enveloppées dans de la pellicule de plastique 
et placées à -80 °C. Lors de l'utilisation des plaques congelées, les plaques ont été 
sorties quelques minutes avant le début des manipulations pour leur permettre 
d'atteindre la température de la pièce. Les lamelles ont été rincées avec de l'eau 
pendant 2 minutes. L'inactivation des peroxydases endogènes a ensuite été faite en 
incubant les lamelles dans une solution aqueuse contenant 0.3% H20 2 pendant 20 
minutes. Les sites de liaison non-spécifiques ont été bloqués en appliquant une 
solution de PBS contenant 10 % de sérum de chèvre, 0.1 % BSA pendant 30 
minutes sur les lamelles. Par la suite, les premiers anticorps (Tableau 2) dilués 
dans du PBS additionné de 10 % sérum de chèvre ont été appliqués sur les 
lamelles. Les lamelles ont été incubées jusqu'au lendemain à une température de 4 
°C. Les lamelles ont subi 2 lavages successifs de 5 minutes sous agitation, le 
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premier avec du PBS contenant 1 % Triton-X-100 et le deuxième avec seulement 
du PBS. Une seconde étape de blocage a été faite en incubant les lamelles pendant 
30 minutes avec une solution de PBS additionnée de 10 % de sérum de chèvre et 
de 0.1 % de BSA. La procédure pour la détection des anticorps primaires variait 
selon la cible. Les anticorps primaires pour la détection des récepteurs aux 
prostaglandines provenaient du lapin tandis que ceux utilisés pour détecter les 
cyclooxygénases provenaient de la souris et étaient couplés à la peroxydase. Donc 
les procédures seront décrites séparément. 
9.1 Détection des anticorps anti-récepteurs aux 
prostaglandines 
Pour détecter les anticorps anti-récepteurs, nous avons utilisé des anticorps 
de mouton anti-IgG de lapin biotinylés. Ces anticorps, utilisés à une dilution 1 :150 
dans du PBS, ont été appliqués sur les lamelles pendant 1 heure à la température 
de la pièce. Les lamelles ont été lavées sous agitation pendant 5 minutes avec du 
PBS. Les anticorps ont été conjugués avec la peroxydase en incubant le réactif 
ABC, préparé selon le fabriquant à partir de la trousse commerciale ABC de 
Vector Laboratories (, pendant 30 minutes. Les lamelles ont été lavées pendant 5 
minutes avec du PBS avant l'application du substrat DAB (3,3'-diaminobenzidine) 
(Vector Laboratories, Burlingame, CA). La solution DAB a été préparée selon les 
directives du fabriquant à partir de la trousse commerciale SK-400 de Vector 
Laboratories (Vector Laboratories, Burlingame, CA). Les lamelles ont été 
incubées 12 minutes avec la solution DAB et rincées à l'eau pour ensuite être 
montées sur des lames permettant leur observation sous un microscope. 
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9.2 Détection des anticorps anti-cyclooxygénases 
Des anticorps de mouton anti-IgG de souris couplés à la peroxydase ont été 
utilisés pour détecter les anticorps anti-cyclooxygénases. Ces anticorps dilués par 
un facteur 1: 1 OO dans du PBS contenant 10 % de sérum de chèvre ont été 
appliqués sur les lamelles pendant 1 heure à la température de la pièce. Les 
lamelles ont ensuite été lavées sous agitation pendant 5 minutes avec du PBS. La 
révélation s'est faite en appliquant la solution contenant le substrat DAB (3,3'-
diaminobenzidine) préparée à l'aide de la trousse commerciale SK-400 de Vector 
Laboratories (Vector Laboratories, Burlingame, CA). Le substrat a été incubé avec 
les lamelles pendant 12 minutes après quoi elles ont été rincées à l'eau et montées 
pour être observées au microscope. 
Cibles Anticorps utilisés Reférences 
Anti-COX-1 humain de # cat. 160110 
souris biotinylé (Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI) 
COX-1 
Anti-COX-2 humain de # cat. 160112 
souris biotinylé (Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI) 
COX-2 
Anti-EP 1 humain de lapin (Portier, 2001) 
Anti-EP2 humain de lapin (Portier, 2001) 
Anti-EP3 humain de lapin (Portier, 2001) 
Anti-EP4 humain de lapin (Portier, 2001) 
Tableau 2. Anticorps utilisés pour l'immunohistochimie 
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10 HYBRIDATION IN SITU 
10.1 Fixation 
Les cellules gardées en culture sur des lamelles de 22 mm x 22 mm ont été 
rincées 2 fois avec du PBS. Par la suite, elles ont été fixées en ajoutant un mélange 
1:1 d'acétone et de méthanol pendant 2 minutes. Le fixateur a été aspiré et les 
cellules ont été séchées à l'air libre pendant environ 5 minutes. Les cellules étaient 
ainsi prêtes pour l'hybridation. Lorsque l'hybridation n'était pas effectuée 
immédiatement, les cellules étaient conservées à - 80°C enveloppées dans une 
pellicule de plastique jusqu'à l'utilisation. 
10.2 Digestion à la RN Ase 
Une digestion à la RNAse a été effectuée sur quelques échantillons pour 
obtenir un contrôle négatif. Pour ce faire, suite à la fixation, les lamelles ont été 
incubées avec la RN Ase exempte de DNAse (1 OO µglml) (Roche Diagnostique, 
Laval QC) dans un tampon 2x SSC à 3 7 °C pendant 60 minutes. Les lamelles ont 
été rincées 2 fois avec du PBS et finalement avec le mélange acétone-méthanol 
puis séchées avant de subir l'hybridation. 
10.3 Marquage des sondes d'oligonucléotides 
Les oligonucléotides dirigés spécifiquement contre les cyclooxygénases et 
les différents récepteurs ont été synthétisés d'après les séquences publiées dans 
GenBank (Tableau 1 ). Chacun des oligonucléotide trouvés a été soumis à un test 
d'alignement de séquences contenues dans GenBank (BLAST) pour s'assurer de la 
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spécificité de la séquence choisie. Les sondes non-radioactives ont été marquées 
selon la méthode d'ajout de résidus marqués à la digoxigénine (Roche 
Diagnostique, Laval, QC) à l'extrémité 3' d'oligonucléotides. La réaction de 
marquage s'est faite avec une trousse commerciale selon les directives du 
manufacturier (Roche Diagnostics, Laval, Canada). Le tampon de la terminale 
transférase contenant 5 mM CoCh, 0.05 mM DIG-dUTP, 50 U de terminale 
transférase et 5 µM de l'oligonucléotide à marquer a été incubé 30 minutes à 37°C. 
La réaction a été arrêtée en ajoutant 1 µl de 0.2 M EDTA et 1 µl de glycogène 20 
mg/ml. Les oligonucléotides ont été précipités en ajoutant 2.5 µl de LiCl 4 Met 75 
µl d'éthanol glacé. La réaction a été bien agitée et placée à -80°C pour 30 minutes 
après lesquelles elle a été centrifugée à la vitesse maximale à 4°C pendant 15 
minutes. Le culot a été lavé avec de l'éthanol 70% glacé et séché sous vide avant 
d'être dissout dans 20 µl d'H20-DEPC. Par la suite, la sonde a été diluée dans le 
tampon d'hybridation contenant 40% formamide, l 0% dextran sulfate, lx de 
solution Denhardt, 4x SSC, 10 mM DTT et 1 mg/ml d' ARN-t de levure. Pour 
chacun des oligonucléotides complémentaires marqués, son homologue non-
complémentaire a été aussi marqué et utilisé comme contrôle négatif. 
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Cibles #accession Séquences Genbank 
COX-1 M59979 5' -TGTGCTCACGT AGCCAGAGCGTGGCA T ACA-3' 
COX-2 NM 000963 5'-CCT ATCAGT A TT AGCCTGCTTGTCTGG-3' 
EP1 NM 000955 5' -AGA TGCACGACACCACCATGATACCGACAAGCT-3' 
EP2 NM 000956 5 '-TCCGACAACAGAGGACTGAACGCA TTAGTCTCAGAACAGG-3' 
EP3 NM 000957 5' -ACA TGA TCCCCA T AAGCTGAA TGGCCGTCTCGGTCGTGAT-3' 
EP4 NM 000958 5' -TTCATGTACGTGGCGA TGGTCACCGGGCTCACCAACAAAGT-3' 
Tableau 3. Séquences des oligonucléotides utilisés lors de l'hybridation in situ. 
10.4 Hybridation 
Lorsque que l'hybridation est faite immédiatement après la fixation, on peut 
procéder immédiatement à l'application de la sonde. Par contre, si les lamelles ont 
été conservées à -80°C, il est important de les laisser réchauffer et d'attendre que 
l'humidité provoquée par la condensation ait séchée. Une fois les lamelles bien 
sèches, 50 µl de la mixture d'hybridation contenant soit l'oligonucléotide 
complémentaire ou l'oligonucléotide non-complémentaire marqué ont été 
appliqués sur chacune des lamelles puis recouvertes d'une autre lamelle. Les 
lamelles ont été placées dans une chambre humide et l'hybridation s'est faite à 
40°C pendant 18 heures. Les lamelles supérieures ont été retirées délicatement en 
étant submergées dans du 2x SSC. Des lavages séquentiels de 10 minutes ont été 
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effectués à 22°C avec des concentrations décroissantes de SSC (2X, lX, 0.5X). 
Finalement, un dernier lavage a été effectué à 40°C avec du 0.5x SSC pendant 60 
minutes avant de procéder à la détection de la sonde. 
10.5 Détection 
Les lamelles ont été lavées 3 fois avec le tampon 1 composé de 100 mM Tris-HCl 
pH 7.5 et 150 mM NaCl. Ensuite, les lamelles ont été recouvertes avec environ 
100 µl de la solution anti-DIG qui contient l'anticorps dirigé contre la 
digoxigénine (Roche Diagnostics, Laval, Canada), 0.3 % Triton X-100 et 1 % de 
sérum normal de mouton. Les lamelles ont été incubées ainsi dans une chambre 
humide à 22°C pendant 3 heures. Les échantillons ont été lavés 2 fois avec le 
tampon 1 et incubés pendant 10 minutes dans le tampon 2 composé de 1 OO mM 
Tris-HCl pH 9.5, 100 mM NaCl et 50 mM MgCh Le tampon 2 a été aspiré et la 
solution du substrat composée de NBT (nitroblue tetrazolium) (0.33 mg/ml) 
(Roche Diagnostique, Laval, QC), de BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
phosphate) (0.175 mg/ml) (Roche Diagnostique, Laval, QC) et de de levimasol 
(0.24 mg/ml) (Sigma, Oakvill, ON) a été ajoutée. La réaction a été incubée dans le 
noir jusqu'à l'obtention d'un signal, approximativement 8 heures. La réaction est 
alors arrêtée en aspirant le substrat et en ajoutant du tampon TE (10 mM Tris-HCl 
pH 8.0, 1 mM Na2EDTA) pendant 10 minutes. Les lamelles sont ensuite montées 
sur des lames de microscope et observées en microscopie à champ clair. 
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11 ACTIVITÉ CYCLOOXYGÈNASE 
L'activité des cyclooxygénases chez les ostéoclastes humains a été déterminée 
au niveau d'une seule cellule en utilisant la dichlorodihydrofluorescéine diacétate 
carboxylée (H2DCFDA). La H2DCFDA nous permet de suivre le processus 
d'oxydoréduction provoqué par l'activité des cyclooxygénases (Morita et al, 
1995). Les cellules mises en culture sur des lamelles circulaires de 25 mm ont été 
pré-traitées avec soit les inhibiteurs sélectifs des cyclooxygénases ou leurs 
véhicules pendant une période de 30 minutes dans du tampon Tyrode contenant 
0.1 mM BSA. Pendant les 2 dernières minutes du pré-traitement avec les anti-
inflammatoires, le SYT0-59, un marqueur nucléaire, a été ajouté pour obtenir une 
concentration finale de 1 µM. Les lamelles ont été rincées 3 fois avec du tampon 
Tyrode contenant 0.1 mM BSA pour ensuite être montées dans le bain 
expérimental où 1 ml de tampon Tyrode avec 0.1 mM BSA et les anti-
inflammatoires a été ajouté. Le bain expérimental a été placé sous le microscope 
et une cellule multinucléée a été localisée en utilisant le filtre qui permet de 
visualiser la fluorescence rouge. Par la suite, la H2DCFDA a été ajoutée au bain 
expérimental pour obtenir une concentration finale de 2 µM pour une incubation 
de 15 minutes. A la fin de l'incubation, une double acquisition de la fluorescence 
émise par le SYT0-59 et la H2DCFDA a été prise. Cette acquisition correspond au 
niveau d'activité basal. Ensuite, l'acide arachidonique qui est le substrat des 
cyclooxygénases a été ajouté pour atteindre une concentration finale de 30 µM. 
Après 1 minute, une deuxième double acquisition de la fluorescence du SYT0-59 
et de la H2DCFDA a été prise, celle-ci correspondant au niveau de fluorescence 
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après l'ajout d'acide arachidonique. Les cellules ont été examinées avec un 
microscope à balayage laser confocal (NORAN Instruments Inc, Middleton, WI) 
équipé d'un laser krypton/argon couplé à un microscope inversé avec une lentille à 
immersion à l'huile de 40X. Les spécimens ont été excités à des longueurs d'ondes 
de 488 nm et 568 nm. La fluorescence émise par le SYT0-59 et la H2DCFDA a 
été mesurée à des longueurs d'ondes de 525-550 nm et de >590 nm 
respectivement. Les images digitalisées ont été obtenues avec le logiciel 
Intervision (NORAN Intrusments Inc, Middleton, WI) sur une station Silicon 
Graphies 02-workstation. La même procédure avait été exécutée avec les NIH-
3T3 qui avaient été stimulées avec 100 ufml d'IL-la pendant 3 heures pour 
accroître l'expression de la COX-2. 
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RÉSULTATS 
12 CARACTÉRISATION PHÉNOTYPIQUE 
La première étape consistait à confirmer la présence d'ostéoclastes matures dans la 
culture cellulaire. Nous avons donc vérifié les principaux marqueurs qui sont 
utilisés pour caractériser les ostéoclastes. Les caractéristiques phénotypiques que 
nous avons vérifiées sont la multinucléation, la présence de la TRAP, la formation 
de l'anneau d'actine, la réponse à la calcitonine et la capacité de résorber l'os. 
12.1 Expression de la phosphatase acide résistante au 
tartrate 
Nous avons déterminé que 4.2 ± 0.6 % des cellules de la préparation 
étaient TRAP positive et que toutes ces cellules étaient multinucléées 
(Figure 3). De plus, l'âge fœtal semble avoir une influence sur le nombre de 
cellules multinucléées TRAP positives (TRAP+) obtenues. Le nombre 
d'ostéoclastes présents sur des lamelles de 22 mm x 22 mm ayant reçu 200 µIde 
suspension cellulaire et n'ayant subi aucun traitement a été compilé pour les 
différents âges de gestation. Les nombres d'ostéoclastes obtenus dans 200 µ1 de 
suspension cellulaire ont été rapportés sur le volume de suspension cellulaire total 
obtenu pour chaque fœtus (approximativement 5 ml). Le nombre de cellules 
TRAP+ isolées diminuait en fonction de l'âge des fœtus. Le nombre de cellules 
TRAP+ multinucléées par fœtus était maximal entre l'âge de 14 et 16 semaines 
(approximativement 400 cellules) et diminuait progressivement avec l'âge pour 
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atteindre environ 175 cellules à l'âge de 20 semaines (Figure 4). 
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Figure 3. Expression de la phosphatase acide résistante au tartrate. 
Cellule multinucléée ayant subit une coloration enzymatique pour révéler la 
présence de la phosphatase acide résistant au tartrate (TRAP). La coloration rouge 
révèle la présence de la TRAP. Photo prise à l'aide d'un microscope inversé muni 
d ' une lentille de 100 X couplé à une caméra numérique. La capture de l'image 
s'est faite avec le logiciel Spot. Grossissement: approximativement 1000 X. 
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Figure 4. Nombres de cellules TRAP positives selon l'âge fœtal 
Vingt-quatre heures après l'extraction, les cellules ont été fixées et colorées pour 
mettre en évidence les cellules TRAP positives. Le nombre de cellules TRAP 
positives multinucléées extraites par fœtus a été déterminé pour chaque âge de 
gestation (14 à 20 semaines). Pour chaque âge n = 3; sauf pour 18 sem où n=l. p < 
0.05 
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12.2 Réponse à la calcitonine 
La calcitonine a induit une augmentation du niveau de calcium intracellulaire chez 
les cellules multinucléées (Figure 5B). Le niveau de fluorescence est exprimé en 
pseudocouleur sur une échelle de 0 à 255 où 255 est le maximum de fluorescence. 
Après l'acquisition des données, une coloration nucléaire était effectuée pour 
s'assurer que les cellules étudiées étaient multinucléées (données non montrées). 
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Figure 5. Effet de la calcitonine sur le niveau de calcium intracellulaire 
Détermination du niveau de calcium intracellulaire utilisant la sonde calcique 
fluorescente Fluo-3 montrant une cellule multinucléée avant (A) et après (B) 
l'addition de 1 µM de calcitonine humaine. La fluorescence est exprimée en 
pseudocouleur sur une échelle allant de 0 à 255, où 255 représente la fluorescence 
maximale. L'intensité de la fluorescence est proportionnelle au niveau de calcium 
intracellulaire. Ces résultats sont représentatifs de 3 essais indépendants. 
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12.3 Résorption 
La caractéristique principale des ostéoclastes est d'être capable de résorber l'os. 
Nous avons donc mis au point un essai qui nous a permis de vérifier la capacité de 
résorption osseuse des ostéoclastes retrouvés dans notre population. Plusieurs 
lacunes de résorption ont pu être observées sur des disques d'os bovins après 24 
heures de culture (Figure 6), indiquant que les ostéoclastes présents dans la 
préparation étaient capables de résorber l'os. De plus, avec l'aide d'un système 
informatique, nous avons pu quantifier l'activité de résorption des ostéoclastes. 
Après 24 heures de culture sans traitement, l'aire de résorption totale moyenne 
était de 102 ± 6.5 nm2 par disque d'os et l'aire de résorption par ostéoclaste était 
de 0.55 ± 0.05 nm2 . Lorsque les cellules étaient traitées avec 1 µM de calcitonine, 
l'aire totale de résorption a chutée à 20 ± 4.3 nm2 et l'aire de résorption par 
ostéoclaste à 0.25 ± 0.07 nm2 (Figure 7). 
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Figure 6. Résorption osseuse sur disque d'os bovins 
Images de microscopie à balayage électronique montrant des puits de résorption 
effectués par les ostéoclastes sur des disques d'os bovins dévitalisés. A) Les 
flèches montrent des puits de résorption vus de haut. Barre= 100 µm. B) Puits de 
résorption observé avec un angle de 45 °. Barre = 10 µm. 
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Figure 7. Effet de la calcitonine sur l'activité de résorption 
Les cellules placées sur des disques d'os bovin ont été incubées 48 heures en 
présence de 1 µm de calcitonine humaine et l'aire de résorption totale (barres 
pleines) et l'aire de résorption par ostéoclaste (barres vides) ont été déterminées. 
Les aires ont été calculées à l'aide du logiciel d'analyse d'image Mocha. n=3. 
Barres d'erreurs= S.E.M. p < 0.05 
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12.4 Formation des structures d'actine 
Nous avons classifié les structures d'actine en trois catégories distinctes : anneaux 
d'actine, lamellipodes et podosomes. Nous avons appelé anneau d'actine les 
structures d'actine qui formaient un anneau dans la cellule (Figure 8); cette 
structure représente les ostéoclastes qui sont dans un état de résorption. 
Généralement, un ostéoclaste qui possède cette structure est dans un état 
immobile. Nous avons déterminé que 44.32 ± 6.82 % des cellules TRAP+ 
n'ayant subit aucun traitement possédaient l'anneau d'actine après 16 heures de 
culture. Les cellules n'ayant reçu aucun traitement, 16.25 ± 6.96 % des cellules 
possédaient des lamellipodes après 16 heures de culture (Figure 9). Nous avons 
retrouvé chez 34.56 ± 6.13 % des cellules TRAP+ des podosomes qui étaient 
répartis dans la cellule et qui ne formaient aucune structure particulière (Figure 
10). Nous avons comptabilisé ces cellules dans la catégorie des podosomes. 
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Figure 8. Présence d'un anneau d'actine chez une cellule multinucléée TRAP+ 
Vingt-quatre heures après l'extraction, les cellules fixées ont subi une coloration 
TRAP suivie d'une incubation avec la phalloïdine conjuguée à la rhodamine pour 
mettre en évidence les structures d' actine. A) Cellule multinucléée montrant une 
coloration rouge représentant la TRAP. B) Même cellule qu'en A observée en 
microscopie à fluorescence avec un filtre pour la rhodamine nous permettant de 
visualiser les structures d'actine. On observe en B la présence d'un anneau 
d'actine chez une cellule TRAP+ multinucléée. Grossissement= 400 x. 
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Figure 9. Présence de lamellipodes chez les ostéoclastes 
Vingt-quatre heures après l'extraction, les cellules fixées ont subi une coloration 
TRAP suivie d ' une incubation avec la phalloïdine conjuguée à la rhodamine pour 
mettre en évidence les structures d 'actine. A) Cellule multinucléée montrant une 
coloration rouge représentant la TRAP. B) Même cellule qu'en A observée en 
microscopie à fluorescence avec un filtre pour la rhodamine nous permettant de 
visualiser les structures d'actine. On observe en B la présence de lamellipodes 
chez une cellule TRAP+ multinucléée. Grossissement= 400 x. 
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Figure 1 O. Présence de podosomes chez les ostéoclastes en culture 
Vingt-quatre heures après l'extraction, les cellules fixées ont subit une coloration 
TRAP suivie d'une incubation avec la phalloïdine conjuguée à la rhodamine pour 
mettre en évidence les structures d'actine. A) Cellule multinucléée montrant une 
coloration rouge représentant la TRAP. B) Même cellule qu'en A observée en 
microscopie à fluorescence avec un filtre pour la rhodamine nous permettant de 
visualiser les structures d'actine. On observe en B une répartition des podosomes 
sans structure précise chez une cellule TRAP+ multinucléée. Grossissement = 400 
X. 
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13 EXPRESSION DES CYCLOOXYGÉNASES 
13.1 Expression de l'ARNm des cyclooxygénases 
L'étude de l'expression de l'ARNm messager de la COX-1 et de la COX-2 faite 
par hybridation in situ en utilisant des sondes marquées à la digoxigénine a montré 
que les cellules multinucléées exprimaient les ARNm à la fois de la COX-1 
(Figure l lA) et de la COX-2 (Figure 12A). Dans chacun des cas, le signal a été 
aboli par un traitement à la RNAse A (Figure 1 lB et Figure 12B), montrant que le 
signal était dû à l'hybridation avec l 'ARN. Des sondes non-complémentaires de 
longueurs identiques ont été utilisées comme contrôle négatif et n'ont produit 
aucun signal (Figure llC et Figure 12C). Des hybridations n'ayant pas reçu 
d'anticorps anti-DIG ont été faites et n'ont produit aucun signal (Figure l lD et 
Figure 12D). En moyenne, les sondes dirigées contre les cyclooxygénases 
marquaient 80 % des cellules multinucléées examinées. Le signal observé pour la 
COX-1 est plus fort que celui observé pour la COX-2 mais il est important de 
noter que la procédure expérimentale utilisée ne permet pas de comparaison 







Figure 11. Hybridation in situ montrant l'expression de I' ARNm de la COX-1 
Après 24 heures de culture, les ostéoclastes humains ont été incubés avec une 
sonde d'oligonucléotides complémentaires à 1' ARNm de la COX-! marquée à la 
Digoxigénine (5' -tgtgctcacgtagccagagcgtggcataca-3') (A). Comme contrôle, un 
traitement à la RNAse A a été effectué avant l'incubation de la sonde 
complémentaire (B). De plus, une hybridation sans la présence de l'anticorps anti-
Dig a été effectuée (C) ainsi qu'une hybridation avec la sonde non complémentaire 
pour la COX-1 (5'-acataccgtgcgagaccgatgcactcgtgt-3' ) (D). Les résultats montrés 
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Figure 12. Hybridation in situ montrant l'expression de I' ARNm de la COX-2 
Après 24 heures de culture, les ostéoclastes humains ont été incubés avec une 
sonde d'oligonucléotides complémentaires à I' ARNm de la COX-2 marquée à la 
Digoxigénine (5'-cctatcagtattagcctgcttgtctgg-3' ) (A). Comme contrôle, un 
traitement à la RNAse A a été effectué avant l'incubation de la sonde 
complémentaire (B). De plus, une hybridation sans la présence de l'anticorps anti-
Dig a été effectuée (C) ainsi qu'une hybridation avec la sonde non complémentaire 
pour la COX-2 (5' -ggtctgttcgtccgattatgactatcc-3' ) (D). Les résultats montrés sont 
représentatifs d'au moins 3 expériences. Grossissement= 1 OOx 
I 
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13.2 Expression des protéines des cyclooxygénases 
Les immunohistochimies faites avec des anticorps anti-COX-1 et anti-COX-2 ont 
montré que les cellules multinucléées exprimaient les deux isoenzyrnes à des 
localisations différentes. Le signal obtenu avec l'anticorps dirigé contre la COX-1 
était majoritairement cytoplasmique (Figure 13) tandis que le signal obtenu avec 
l'anticorps dirigé contre la COX-2 était majoritairement périnucléaire (Figure 14). 
Dans les deux cas, en absence des anticorps primaires, aucun signal n'a pu être 
observé. 





Figure 13. Expression de la COX-1 tel que démontrée par 
immunohistochimie. 
Les ostéoclastes humains ont été incubés avec un anticorps de souris anti-COX-1 
humaine et la réaction a été révélée avec un anticorps anti-IgG de souris couplé à 
la peroxydase. Le signal observé est majoritairement cytoplasmique. Le résultat 




Figure 14. Expression de la COX-2 tel que démontrée par 
immunohistochimie. 
Les ostéoclastes humains ont été incubés avec un anticorps de souris anti-COX-2 
humaine et la réaction a été révélée avec un anticorps anti-IgG de souris couplé à 
la peroxydase Le signal observé est majoritairement périnucléaire .. Le résultat 
présenté est représentatif d'au moins 3 expériences. Grossissement= 400x 
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13.3 Activité cyclooxygènase 
Après avoir démontré la présence de l' ARNm et de la protéine des 
cycloxygénases-1 et -2 chez les cellules multinucléées présentes dans la 
préparation, l'activité enzymatique a été déterminée. Étant donné que la culture 
cellulaire obtenue était très hétérogène, nous avons adapté une méthode qui 
permettait d'évaluer l'activité des cyclooxygénases dans une seule cellule. Nous 
avons d'abord ajusté les conditions avec un modèle connu. Comme contrôle 
positif, nous avons utilisé les cellules Nlli-3T3 qui ont la particularité d'exprimer 
les deux isoformes de la cyclooxygénase. 
Les cellules Nlli-3T3 expriment de façon constitutive la COX-1 et il est possible 
d'induire l'expression de la COX-2 avec différents traitements dont la stimulation 
à l'interleukine-1 (Morita et al, 1995). Les cellules Nlli-3T3 ont été traitées avec 
100 U/ml d'interleukine-1pendant3 heures pour induire l'expression de la COX-2 
et chargées avec le marqueur fluorescent H2DCFDA qui permet de détecter 
l'activité des cyclooxygénases. 
Les cellules ont subi un double marquage, les noyaux étant colorés en rouge et la 
fluorescence du H2DCFDA apparaissant en vert. Les cellules NIH-3T3 pré-traitées 
avec le véhicule ne montraient aucune fluorescence de base mais l'addition de 30 
µM d'acide arachidonique a induit une forte augmentation du signal. 
L'indométhacine (inhibiteur de COXl et COX2) a aboli le signal induit par l'acide 
arachidonique et le DFU (inhibiteur COX-2) a grandement diminué mais n'a pas 
complètement éliminé l'effet de l'acide arachidonique (Figure 15). D'après les 
résultats obtenus avec les NIH-3T3, cette méthode nous permet de caractériser 
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l'activité enzymatique des cyclooxygénases chez des cellules isolées et de 
départager l'activité de la COX-1 et de la COX-2. Après avoir validé l'approche 
expérimentale avec les Nlli-3T3, nous avons étudié l'activité cyclooxygénase chez 
les ostéoclastes humains en culture (Figure 16). Tout comme les Nlli-3T3, les 
ostéoclastes ont été soumis à un double marquage où l'on retrouve les noyaux en 
rouge et l'activité COX en vert. Les cellules multinucléées pré-traitées avec le 
véhicule montraient un taux de fluorescence basal élevé et aucune augmentation 
du signal n'a été observée suite à l'addition de l'acide arachidonique. Chez les 
cellules pré-traitées avec 2 µM d'indométhacine, concentration à laquelle COX-1 
et COX-2 sont inhibées complètement (Lora et al, 1998), le niveau basal de 
fluorescence a été aboli et aucun effet de l'acide arachidonique n'a été détecté 
dans ces conditions expérimentales. Pour déterminer la contribution de COX-2 
dans la fluorescence observée, les cellules ont été pré-traitées avec 22 µM DFU 
(5,5-dimethyl-3-(3-fluorophenyl)-4-(4-methylsulphonyl)phenyl-2(5H)-furanone). 
Le DFU possède un IC50 de 41 nM contre la COX-2 et de 50 µM contre la COX-1 
(Riendeau et al, 1997). Donc, à la concentration utilisée, le DFU est un inhibiteur 
sélectif de la COX-2. Les cellules pré-traitées avec le DFU possédaient un faible 
niveau basal de fluorescence et l'addition de l'acide arachidonique a légèrement 





Vehicle 2 µM lndo 22 µM DFU 
Figure 15. Activité cyclooxygénase chez les cellules NIH-3T3. 
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Images de microscopie confocale montrant les NIH-3T3 stimulées 3 heures avec 
100 U/ml d ' IL-la.. L' utilisation du marqueur nucléaire SYT0-59 permet la 
visualisation des noyaux (rouge) et l'activité cyclooxygénase est évaluée grâce à la 
sonde H2DCFDA (vert). Les cellules ont été pré-traitées avec Je véhicule, 2 µM 
indométhacine ou 22 µM DFU pendant 45 minutes et ensuite chargées avec la 
sonde H2DCFDA et le marqueur SYT0-59. La fluorescence basale a été observée 
et enregistrée (première rangée de chaque série), ensuite 30 µM d'acide 
arachidonique ont été ajoutés et le niveau de fluorescence a été observé après 1 
minute (deuxième rangée de chaque série). La deuxième et la troisième colonne 
montrent respectivement les NIH-3T3 pré-traitées avec 2 µM indométhacine, un 
inhibiteur non spécifique COX-1/COX-2, et 22 µM DFU, un inhibiteur spécifique 





Vehicle 2 µM lndo 
Figure 16. Activité cyclooxygénase chez les ostéoclastes 
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22 µM DFU 
Images de microscopie confocale montrant les ostéoclastes humains matures 24 
heures après l'extraction des cellules. L' utilisation du marqueur nucléaire SYT0-
59 permet la visualisation des noyaux (rouge) et l'activité cyclooxygénase est 
évaluée grâce à la sonde H2DCFDA (vert). Les cellules ont été pré-traitées avec le 
véhicule, 2 µM indométhacine ou 22 µM DFU pendant 45 minutes et ensuite 
chargées avec la sonde H2DCFDA et le marqueur SYT0-59. La fluorescence 
basale a été observée et enregistrée (première rangée de chaque série), ensuite 30 
µM d'acide arachidonique ont été ajoutés et le niveau de fluorescence a été 
observé après 1 minute (deuxième rangée de chaque série). La deuxième et la 
troisième colonne montrent respectivement les ostéoclastes humains pré-traitées 
avec 2 µM indométhacine, un inhibiteur non spécifique COX-l/COX-2, et 22 µM 
DFU, un inhibiteur spécifique de COX-2. Ces résultats sont représentatifs de 3 
expériences. 
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14 EXPRESSION DES RÉCEPTEURS AUX PROSTAGLANDINES 
Le second volet de l'étude était de caractériser l'expression des récepteurs aux 
prostaglandines chez les ostéoclastes humains matures. Pour atteindre cet objectif, 
il fallait une fois de plus utiliser des méthodes qui nous permettaient l'étude d'une 
seule cellule dans une population de cellules hétérogène. Une approche semblable 
à celle utilisée pour caractériser l'expression des cyclooxygénases a été 
développée. L'expression de l 'ARNm des récepteurs a été déterminée à l'aide de 
l'hybridation in situ tandis que l'expression de la protéine a été démontrée avec 
l'immunohistochimie. 
14.1 Expression des ARN messagers des récepteurs aux 
prostaglandines 
L'étude de l'expression des ARN messagers des récepteurs aux prostaglandines 
chez les ostéoclastes humains a été effectuée par hybridation in situ en utilisant des 
sondes oligonucléotidiques marquées à la digoxigénine. L'hybridation in situ a 
permis de démontrer que les seuls récepteurs de type EP exprimés chez les 
ostéoclastes humains en culture étaient les sous-types EP3 (Figure 17 A) et EP 4 
(Figure 18A). Dans les conditions expérimentales utilisées, les ARN messagers 
des sous-types EP1 et EP2 n'ont pas été détectés. Pour chaque ARNm exprimé, un 
traitement à la RNAse A a aboli le signal (Figure 17B et Figure 18B), montrant 
ainsi la spécificité de l'hybridation à l' ARN. Un contrôle négatif a été effectué en 
utilisant des sondes de même longueur construites avec les séquences non-





Figure 17. Hybridation in situ montrant I 'ARN messager du récepteur EP3 
Après 24 heures de culture, les ostéoclastes humains ont été incubés avec une 
sonde d'oligonucléotides complémentaire à I' ARNm du récepteur EP3 marquée à 
la Digoxigénine (5' -acattgatccccataagctgaatggccgtctcggtcgtgat-3 ' ) (A). Comme 
contrôle, un traitement à la RNAse A a été effectué avant l'incubation de la sonde 
complémentaire (B). Les résultats montrés sont représentatifs d'au moins 3 




Figure 18. Hybridation in situ montrant l' ARN messager du récepteur EP4 
Après 24 heures de culture, les ostéoclastes humains ont été incubés avec une 
sonde d' oligonucléotides complémentaire à l' ARNm du récepteur EP 4 marquée à 
la Digoxigénine ( 5 '-ggcagaagatgtcctttgactgtctgagcagtgctgtccg-3 ') (A). Comme 
contrôle, un traitement à la RNAse A a été effectué avant l'incubation de la sonde 
complémentaire (B). Les résultats montrés sont représentatifs d'au moins 3 
expériences. Grossissement = 1 OOx 
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14.2 Expression des protéines des récepteurs aux 
prostaglandines 
L'étude de l'expression des protéines des récepteurs aux prostaglandines de type 
EP a été effectuée par immunohistochimie. Seules les immunohistochimies faites 
avec les anticorps anti-EP3 (Figure 19A) et anti-EP4 (Figure 20A) ont produit des 
signaux positifs. Dans les conditions expérimentales utilisées, aucun signal n'a été 
détecté pour les sous-types EP1 et EP2• Pour chaque immunohistochimie positive, 
un contrôle négatif a été effectué en adsorbant les anticorps anti-récepteurs avec 
leur peptide respectif ayant servi à l'immunisation des lapins. L'adsorption des 
anticorps a complètement aboli le signal produit par l'anticorps anti-EP3 (Figure 




Figure 19. Immunohistochimie dirigée contre le récepteur EP3 
Les ostéoclastes humains ont été incubés avec un anticorps de lapin dirigé contre 
le récepteur EP1 humain et la réaction a été révélée avec un anticorps anti-IgG de 
lapin qui a été couplé à la peroxydase. Le signal observé est majoritairement 
cytoplasmique (A). Le signal a été aboli lorsque l'anticorps anti-EP3 a été adsorbé 
avec un peptide du récepteur EP3. Le résultat montré est représentatif d'au moins 3 
expériences. Grossissement = 400x 
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Figure 20. lmmunohistochimie dirigée contre le récepteur EP4 
Les ostéocJastes humains ont été incubés avec un anticorps de lapin dirigé contre 
le récepteur EP4 humain et la réaction a été révélée avec un anticorps anti-lgG de 
lapin qui a été couplé à la peroxydase. Le signal observé est majoritairement 
nucléaire (A). Le signal a été aboli lorsque l'anticorps anti-EP4 a été adsorbé avec 
un peptide du récepteur EP4. Le résultat montré est représentatif d'au moins 3 
expériences. Grossissement = 400x 
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15 EFFETS PHYSIOLOGIQUES DES RÉCEPTEURS 
Après avoir déterminé quels étaient les récepteurs aux prostaglandines exprimés 
chez les ostéoclastes humains en culture, nous avons voulu déterminer si ces 
récepteurs avaient des effets sur la physiologie des ostéoclastes. Les essais de 
résorption osseuse in vitro étant très peu reproductibles, nous avons entrepris 
l'étude des effets des récepteurs aux prostaglandines sur l'organisation des 
structures d'actine. Cette approche expérimentale est non seulement plus simple et 
plus reproductible mais elle nous permet aussi d'étudier à la fois l'état d'activation 
et la mobilité, deux paramètres importants chez les ostéoclastes. Suite à 
l'extraction des ostéoclastes, le pourcentage de cellules possédant un anneau 
d'actine augmentait en fonction du temps pour ce stabiliser aux alentours de 44 % 
après 9 heures de culture (Figure 21 ). Cependant, le remaniement des structures 
d'actine est un phénomène rapide très sensible aux changements de conditions de 
culture. Vingt-quatre heures après l'extraction, l'ajout de 2 µl du véhicule 
(éthanol) (Figure 22 barres vides) a déstabilisé les structures d'actine et abaissé le 
pourcentage des cellules TRAP+ possédant un anneau d'actine à 24.2 ± 0.7 % 
après 5 minutes de stimulation. Trente minutes après la stimulation, 62.5 ± 4.2 % 
des cellules TRAP+ possédaient un anneau d'actine. Parallèlement, nous avons 
traité les cellules avec 2 mM de calcium (Figure 22, barres hachurées). Le calcium 
utilisé à cette concentration est un inhibiteur connu de la formation de l'anneau 
d'actine. Le calcium a fait chuter le pourcentage d'ostéoclastes possédant un 
anneau d'actine à 10.5 ± 0.5 % au bout de 5 minutes de stimulation. Aucune 
différence significative n'a été observée au niveau de ce pourcentage pour les 
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temps de stimulation allant jusqu'à 30 minutes, montrant ainsi le caractère 
permanent de l'inhibition faite par le calcium. La stimulation avec la ll-déoxy-
PGE1 (Figure 22, barres pleines) pendant 5 minutes a abaissé le pourcentage de 
cellules TRAP+ possédant un anneau d'actine à 1.5 ± 0.5 %, ce qui représente une 
diminution de 94 % comparativement au contrôle. La diminution provoquée par la 
1 l-déoxy-PGE1 après 10 et 30 minutes de stimulation était beaucoup moins 
prononcée, représentant seulement des baisses de 23.3 % et 15.6 % 
respectivement. Ce résultat met en évidence une réponse transitoire à la l 1-déoxy-
PGE1 où l'effet maximal est retrouvé après 5 minutes de stimulation. Nous avons 
donc choisi de stimuler les cellules pendant 5 minutes pour être en mesure 
d'observer l'effet maximal des prostaglandines sur les structures d'actine. Lorsque 
les cellules ont été stimulées avec des doses croissantes de PGE2, seule la 
formation de l'anneau d' actine a été influencée de manière significative montrant 
une diminution concentration-dépendante avec un EC50 de 1.09 ± 1.2 nM du 
pourcentage de cellules TRAP+ possédant un anneau d' actine (Figure 23 ). Aucun 
effet significatif n'a été observé sur la formation de lamellipodes et de podosomes. 
Pour déterminer quels sont les sous-types du récepteur EP impliqués dans l'effet 
observé avec la PGE2, nous avons stimulé les cellules avec des agonistes sélectifs 
pour les différents sous-types EP. La stimulation des cellules avec la l l-déoxy-
PGE1, un agoniste sélectif de EP2 et EP 4, a eu pour effet de diminuer de manière 
concentration-dépendante le pourcentage d'ostéoclastes possédant un anneau 
d'actine (ECso: 14.3 ± 2.8 nM) (Figure 24). D'autre part, la l l-déoxy-PGE1 a 
induit une augmentation concentration-dépendante du pourcentage d'ostéoclastes 
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montrant des podosomes (EC50 : 1.6 ± 1.9 nM). La 1 l-déoxy-PGE1 n'a eu aucun 
effet observable sur la formation de lamellipodes chez les ostéoclastes. Pour être 
en mesure de déterminer quel sous-type de récepteur entre EP2 et EP 4 était 
responsable de l'effet produit par la ll-déoxy-PGE1, nous avons stimulé les 
cellules avec le butaprost. Le butaprost est un agoniste sélectif pour le sous-type 
EP2. Aucun des paramètres observés n'a été influencé par le butaprost (Figure 25). 
L'incapacité du butaprost à influencer l'organisation des structures d'actine 
suggère que l'action de la ll-déoxy-PGE1 est produite par le récepteur EP4. Le 
misoprostol, un agoniste sélectif pour les sous-type EP2 et EP3, n'a eu aucun effet 
sur la formation de l'anneau d'actine mais il a provoqué une baisse significative du 
pourcentage d'ostéoclastes montrant des lamellipodes (Figure 26). Nous avons 
aussi observé une augmentation du nombre d'ostéoclastes qui montraient des 
podosomes. Les ECs50 des courbes concentration-réponse pour les lamellipodes et 
les podosomes sont de 4.2 ± 1.5 nM et 1.7 ± 2.1 nM respectivement. 
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Figure 21. Formation des anneaux d'actine en fonction du temps 
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Les ostéoclastes isolés fixés à différents temps (1,3,9,12,18 et 24 heures) ont subi 
une coloration enzymatique pour détecter la TRAP et ont été incubés en présence 
de phalloïdine conjuguée à la rhodamine. Le pourcentage de cellules TRAP+ 
possédant un anneau d'actine a été établi pour chaque temps en observant les 
cellules en microscopie à fluorescence avec un filtre pour la rhodamine. Après 9 
heures de culture, le pourcentage d'ostéoclastes possédant un anneau d'actine se 
stabilise aux environs de 45 %. Cette observation provient d'une seule expérience 
faite avec un fœtus de 18 semaines de gestation. 
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Figure 22. Détermination du temps de stimulation optimal 
Les ostéoclastes humains pré-incubés avec 2 µ,M indométhacine ont été stimulés 
avec le véhicule (barres vides), 40 mM de calcium (barres hachurées) ou 1 µ,M de 
ll-déoxy-PGE1 (barres pleines) pendant 5, 10 ou 30 minutes. Les cellules ont été 
fixées et colorées avec la trousse de détection de la TRAP pour être ensuite 
incubées avec la phalloïdine-rhodarnine pour visualiser les structures d'actine. Le 
pourcentage de cellule TRAP+ avec un anneau d'actine a ensuite été déterminé 
pour chaque condition. La réponse optimale de la 1 l-déoxy-PGE1 a été observée à 
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Les cellules pré-traitées avec 2 µM indométhacine ont été stimulées pendant 5 
minutes avec différentes concentrations de PGE2 . La PGE2 a provoqué une 
diminution du pourcentage de cel lules TRAP+ avec un anneau d 'actine (• ).Aucun 
effet significatif n' a été observé sur le pourcentage de cellules montrant des 
lamellipodes ( T ) et des podosomes ( .à ). Le pourcentage de cellules ne montrant 
aucune structure ( + ) a légèrement augmenté mai s cette augmentation n'est pas 




















Figure 24. Effet de la 11-déoxy-PGE1 sur les structures d'actine 
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Les cellules pré-traitées avec 2 µM indométhacine ont été stimulées pendant 5 
minutes avec différentes concentrations de 11 -déoxy-PGE 1, un agoniste EP2/EP4. 
La 11 -déoxy-PGEl a provoqué une forte diminution du pourcentage de cellules 
TRAP+ avec un an neau d 'actine (• ) et une augmentation du pourcentage de 
cellules montrant des podosomes ( • ). Aucun effet significatif n'a été observé sur 
les pourcentages de cellules montrant des lamellipodes ( T ) et celles ne montrant 
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Les cellules pré-traitées avec 2 µM indométhacine ont été stimulées pendant 5 
minutes avec différentes concentrations de Butaprost, un agoniste du récepteur 
EP2 . Le butaprost n'a provoqué aucun effet sur les structures d ' actine observées. 
Aucun changement significatif n' a été observé sur le pourcentage de cellules 
TRAP+ montrant soit un anneau d 'actine (• ), des lamellipodes ( T ), des 
podosomes ( .à ) ou aucune structure ( + ). Les barres d 'erreurs représentent le 
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Les cellules pré-traitées avec 2 µM indométhacine ont été stimulées pendant 5 
minutes avec différentes concentrations de mi soprostol , un agoniste des récepteurs 
EP2/EP3. Le misoprostol a provoqué une diminution du pourcentage de cellules 
TRAP+ montrant des lamellipodes ( T ) et un augmentation du pourcentage de 
cellules montrant des podosomes ( .à ). Aucun effet significatif n'a été observé sur 
le pourcentage de cellules montrant un anneau d ' actine (• ) ni sur le pourcentage 
de cellules ne montrant aucune structure ( + ). Les ban-es d 'en-eurs représentent le 
S.E.M. n=3. p < 0.05. 
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DISCUSSION 
Les objectifs de cette étude étaient de caractériser l'expression des 
cyclooxygénases et des récepteurs aux prostaglandines chez les ostéoclastes 
humains en culture. Pour être en mesure d'atteindre ces objectifs, il a fallu mettre 
au point un nouveau modèle d'ostéoclastes humains matures en culture. Bien qu'il 
existe plusieurs modèles qui permettent l'étude des ostéoclastes humains, ces 
autres modèles exigent l'utilisation du M-CSF (Macrophage Colony Stimulating 
Factor) et du RANKL (receptor activated NFKB ligand) pour différencier les 
précurseurs ostéoclastiques du sang périphérique ou de la moelle osseuse (Sarma 
et al, 1996;Matsuzak:i et al, 1998). La majorité de ces protocoles exigent aussi 
l'utilisation de la dexaméthasone ( Quinn et al, 1998 ;Breuil et al, 1998; Y asuda et 
al, 1999;Atkins et al, 2000), ce qui peut avoir un impact majeur sur l'expression 
des cyclooxygénases, ce que nous voulions éviter dans cette étude. De plus, il a 
été aussi démontré que les ostéoclastes différenciés in vitro répondent 
différemment à l'IL-1 (Fox et al, 2000), suggérant que le comportement des 
ostéoclastes différenciés in vitro peut différer des ostéoclastes retrouvés in vivo et 
ex vivo (Fox et al, 2000). Pour ces raisons, nous avons décidé d'utiliser un modèle 
d'ostéoclastes matures authentiques. Cependant, l'étude des ostéoclastes matures 
authentiques est entravée par plusieurs limitations telles que la source de cellules, 
la durée de vie in vitro des ostéoclastes, l'hétérogénéité des types cellulaires dans 
la préparation et les différences inter-espèces. Les os normaux possèdent un 
nombre relativement faible d'ostéoclastes et le nombre de cellules isolées de ce 
tissu est trop faible pour permettre leur étude. Dans certaines conditions 
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pathologiques telles que l'ostéoporose et la maladie de Paget, on retrouve un grand 
nombre d'ostéoclastes qui peuvent être isolés. Par contre, ces ostéoclastes peuvent 
ne pas être représentatifs des ostéoclastes normaux et la distribution des 
cyclooxygénases et des récepteurs aux prostaglandines peut être altérée par le 
processus pathologique. Pour mettre au point un modèle d'ostéoclastes humains 
matures authentiques, nous avons décidé d'extraire les cellules à partir de tissus 
fœtaux. Les os fœtaux possèdent un très haut taux de remaniement osseux et on y 
retrouve un nombre élevé d'ostéoclastes. Nous avons appliqué sur les longs os 
fœtaux humains une méthode décrite par Chambers et al. (Chambers et al, 1982) 
pour extraire des ostéoclastes de lapin. 
Pour caractériser notre système de culture cellulaire, nous avons vérifié la présence 
de plusieurs marqueurs ostéoclastiques dans notre système de culture cellulaire tels 
que l'expression de la phosphatase acide résistante au tartrate (TRAP), la réponse 
à la calcitonine et la capacité de former des structures d'actine et de résorber l'os. 
La phosphatase acide résistante au tartrate (TRAP) est une enzyme qm est 
fortement exprimée chez les ostéoclastes; on la retrouve dans les lysosomes, 
l'appareil de Golgi et les canaux de la membranes en brosse (Minkin, 1982). 
Même si la TRAP est exprimée dans une variété de tissus tels que les poumons, les 
intestins et les reins, elle est beaucoup plus abondante au niveau de l'os. La 
présence de la TRAP n'est pas spécifique aux ostéoclastes puisqu'elle est aussi 
exprimée chez les polykarions et les cellules géantes multinucléées (Hattersley et 
al, 1989). Le rôle précis de la TRAP est encore incertain. Nous savons qu'elle est 
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importante pour la résorption et le développement même si des travaux faits avec 
des souris TRAP-défiencientes montrent qu'elle n'est pas essentielle pour la 
résorption osseuse (Roodman, 1996). 
Les récepteurs à la calcitonine sont présents en grande quantité chez les 
ostéoclastes humains (Nicholson et al, 1987) et sont une des caractéristiques 
importantes pour l'identification des ostéoclastes. Il a été démontré que les 
récepteurs à la calcitonine sont exprimés tardivement dans la différenciation des 
ostéoclastes (Takahashi et al, 1995), et se retrouvent donc seulement chez les 
ostéoclastes matures. Pour montrer la présence des récepteurs à la calcitonine chez 
les cellules multinucléées de notre préparation, nous avons traité les cellules avec 
de la calcitonine de saumon. La calcitonine est reconnue comme étant capable 
d'induire une augmentation de l' AMPc et du calcium intracellulaire chez plusieurs 
types de cellules dont les ostéoclastes (Moonga et al, 1992). La détermination du 
niveau d' AMPc intracellulaire dans une population hétérogène nécessite une 
procédure ardue de microinjection d'une sonde macromoléculaire (Civitelli et al, 
1994). Nous avons donc choisi d'étudier l'augmentation du calcium intracellulaire 
provoqué par 1 µ,M de calcitonine, dose à laquelle nous obtenons l'effet maximal 
sur le calcium intracellulaire, en utilisant la sonde calcique fluorescente Fluo-3. 
Le réarrangement dynamique des structures d'actine est un processus fondamental 
pour plusieurs activités cellulaires des ostéoclastes, incluant l'adhésion, la 
migration, la polarisation. De plus, l'anneau d'actine est une structure spécifique 
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aux ostéoclastes en état de résorption (Redey et al, 1999). En plus de fournir un 
marqueur ostéclastique supplémentaire, l'étude de la réorganisation des structures 
d'actine nous permet de déterminer dans quel stade se retrouvent les ostéoclastes. 
Nous avons classifié les structures d'actine en trois catégories distinctes : anneaux 
d'actine, larnellipodes et podosomes. Nous avons appelé anneau d'actine les 
structures d'actine qui formaient un anneau dans la cellule (Figure 8); cette 
structure représente les ostéoclastes qui sont dans un état de résorption. 
Généralement, un ostéoclaste qui possède cette structure est dans un état 
immobile. Certaines structures sont associées aux mouvements, comme les 
larnellipodes (Teti et al, 1991). Les larnellipodes sont formés suite à une 
réorganisation des podosomes à une extrémité de la cellule pour former un point 
d'ancrage qui permet à la cellule de se déplacer (Figure 9). 
La méthode d'extraction des cellules utilisée nous a permis d'extraire des cellules 
multinucléées, TRAP positives et qui répondent à la calcitonine. De plus, ces 
cellules sont capables de former l'anneau d'actine et de résorber l'os. 
La présence de ces marqueurs confirme que les cellules multinucléées retrouvées 
dans la préparation sont des ostéoclastes humains matures fonctionnels. Avec les 
différences pouvant exister dû au développement et à l'activité cellulaire, il est 
impossible d'extrapoler les résultats obtenus avec les ostéoclastes fœtaux aux 
ostéoclastes adultes. Cependant, il semble raisonnable de supposer que le modèle 
d'ostéoclastes fœtaux humains décrit dans cette étude est le modèle qui se 
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rapproche le plus des ostéoclastes humains matures. La nature hétérogène de notre 
préparation, qui contient 4.2 % de cellules multinucléées TRAP positives nous 
empêche d'utiliser des méthodes tels que les buvardages de type Northem et 
W estem ainsi que le dosage de prostaglandines dans le milieu. Pour contourner ce 
problème, nous avons dû utiliser des techniques qui permettaient l'étude d'un type 
cellulaire particulier parmi une population hétérogène de cellules. 
Nous avons montré avec l'hybridation in situ que les ostéoclastes humains 
expriment à la fois l'ARN messager de la COX-1 et de la COX-2. Les résultats 
observés au niveau de l 'ARN ont été confirmés par immunohistochimie. En 
utilisant des anticorps spécifiques pour chaque isoenzyme, nous avons montré que 
les deux protéines étaient présentes chez les ostéoclastes. L'isoforme COX-1 est 
localisée de façon majoritairement cytoplasmique tandis que !'isoforme COX-2 est 
majoritairement périnucléaire. La différence dans la distribution des isoformes de 
la cyclooxygénase a déjà été observée chez les cellules NIH-3T3 (Morita et al, 
1995). Ces observations peuvent être interprétées comme étant des indications que 
les prostanoides formées via COX-2 pourraient avoir des effets directs sur le 
noyau (Smith et al, 1995). Une fois que nous avons démontré la présence des 
COX-1 et COX-2 tant au niveau de l' ARN messager que de la protéine, nous 
avons étudié l'activité enzymatique des deux isoenzymes chez les ostéoclastes 
humains matures. Dû à l'hétérogénéité des types cellulaire présents dans notre 
préparation, il nous était impossible de doser le niveau de prostaglandines dans le 
milieu de culture. La détermination de l'activité enzymatique s'est faite en utilisant 
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une sonde fluorescente (H2DCFDA) qui permet d'évaluer le processus 
d'oxydation qui se produit lors de la transformation de la PGG2 en PGH2 par les 
cyclooxygénases. La sonde H2DCFDA nous permet donc, avec la microscopie 
confocale, de déterminer l'activité des cyclooxygénases chez une cellule isolée. 
Les résultats démontrés dans cette étude suggèrent que les ostéoclastes humains, 
dans les conditions expérimentales utilisées, possèdent un taux basal d'activité 
cyclooxygénase très élevé. De plus, nous avons montré que la COX-1 et la COX-2 
étaient impliquées dans cette activité. L'absence d'augmentation de fluorescence 
suite à l'ajout de l'acide arachidonique peut indiquer la présence d'un haut niveau 
d'acide arachidonique endogène disponible et une forte activité de la 
phospholipase A2. Nous ne pouvons pas exclure la possibilité que cette 
observation soit provoquée par les conditions expérimentales. Cependant, le fait 
que les cellules NIH-3T3, dans des conditions où elles expriment la COX-1 et la 
COX-2 (Morita et al, 1995), ne montrent pas de haut niveau d'activité dans des 
conditions expérimentales identiques suggère que l'observation faite chez les 
ostéoclastes n'est pas due aux conditions expérimentales. Il est aussi possible que 
l'absence d'augmentation de la fluorescence suite à l'addition de l'acide 
arachidonique soit due à la saturation du système de détection. Cette possibilité 
n'invalide cependant pas le fait que les ostéoclastes possèdent un taux basal 
d'activité cyclooxygénase très élevé, observation qui a été confirmée en abolissant 
la fluorescence avec l'utilisation d'inhibiteurs des cyclooxygénases. Il est 
intéressant de noter que l'expression de la COX-2 peut être régularisée à la hausse 
par les protéines Rho, membres de la famille des petites guanosine triphosphatase 
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(GTPases) (Reiser et al, 1998;Slice et al, 1999;Subbaramaiah et al, 2000). Les 
Rho-GTPases agissent en tant que commutateurs moléculaires dans le contrôle de 
la voie de transduction du signal des récepteurs membranaires vers le cytosquelette 
(Hall, 1998). De plus, les Rho-GTPases jouent un rôle important dans 
l'attachement, l'étalement, l'organisation du cytosquelette, la formation de 
l'anneau d'actine et la résorption chez les ostéoclastes (Zhang et al, 
1995;Lakkakorpi et al, 1997;Razzouk et al, 1999;Chellaiah et al, 2000;0ry et al, 
2000). L'exoenzyme C3, un inhibiteur sélectif de la protéine Rho, a pour effet 
chez les ostéoclastes de souris de détruire l'anneau d'actine et de diminuer la 
résorption osseuse (Zhang et al, 1995). Vu que les ostéoclastes retrouvés dans 
notre préparation possèdent des anneaux d'actine, on peut assumer que les Rho-
GTPases sont activées. Ainsi, il est possible de spéculer que l'expression élevée de 
la COX-2 observée dans notre préparation est due à l'activation des Rho-
GTPases. Cette possibilité reste cependant à confirmer. 
Malgré qu'il a déjà été démontré que la PGE2 soit capable d'inhiber directement la 
résorption osseuse chez les ostéoclastes matures de lapin (Mano et al, 2000), 
l'impact de l'activité cyclooxygénase sur l'activité des ostéoclastes est difficile à 
évaluer à partir de cette étude sans connaître les prostaglandines produites par les 
ostéoclastes humains matures. Nos résultats suggèrent fortement que les 
ostéoclastes humains produisent la PGH2, le produit final formé par les 
cyclooxygénases, mais d'autres études sont requises pour déterminer quelles sont 
les prostaglandines synthases exprimées par les ostéoclastes. Il est intéressant aussi 
de noter que la PGH2 peut être métabolisée en des composés capables de se lier 
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aux peroxisome proliferator-activated receptors 0!{3 (PP AR ô/{3) (Dussault et al, 
2000). Les PP ARô/{3 sont impliqués dans beaucoup de fonctions cellulaires en 
stimulant la transcription des gènes (Hertz et al, 1996;Michalik et al, 1999;Escher 
et al, 2000) et ils ont été retrouvés chez les ostéoclastes matures de lapins (Mano et 
al, 2000). La carbaprostacycline, un agoniste de la PGI2 reconnu aussi comme 
étant un ligand des PP AR ô/{3, a induit une augmentation de la résorption osseuse 
ainsi que l'expression de 1' ARN messager de la cathepsin K, l'anhydrase 
carbonique II et de la phosphatase acide résistant au tartrate (TRAP) chez les 
ostéoclastes matures de lapins (Mano et al, 2000). L'activité des cyclooxygénases 
chez les ostéoclastes peut donc influencer l'activité de ces cellules de plusieurs 
façons. Nous pourrions observer une diminution de l'activité des ostéoclastes si la 
PGE2 était la principale prostaglandine produite ou une augmentation de la 
différenciation et de l'activité si des prostaglandines capables de lier les PPARs 
étaient produites. Il est cependant important de souligner que la distribution des 
récepteurs aux prostaglandines chez les ostéoclastes humains matures était, jusqu'à 
maintenant, inconnu. Il est donc possible que des prostanoïdes autres que la PGE2 
puissent influencer le métabolisme des ostéoclastes par des voies encore 
inconnues. 
Pour mieux comprendre les effets des prostaglandines sur le métabolisme des 
ostéoclastes humains matures, nous avons étudié la distribution des récepteurs de 
type EP chez ces cellules. Nous avons montré que, dans les conditions 
expérimentales utilisées, les ostéoclastes humains matures exprimaient les ARNs 
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messagers et les protéines des sous-types EP3 et EP 4. L'utilisation des anticorps 
dirigés contre chacun des sous-types du récepteur EP synthétisé et caractérisé dans 
notre laboratoire (Fortier, 2000), nous a permis d'observer la localisation des 
récepteurs par immunohistochimie. Le signal du récepteur EP3 est réparti de façon 
uniforme dans la cellule suggérant une expression membranaire tandis que le 
signal du récepteur EP 4 est majoritairement nucléaire. Une étude faite chez les 
ostéoclastes matures de lapin a démontré que ces cellules exprimaient 1' ARN 
messager du récepteur EP4, mais aucune information sur la localisation n'a pu être 
fournie (Mano et al, 2000). 
Plusieurs observations montrent que les récepteurs aux prostaglandines 
peuvent être nucléaires. Il existe d'autres récepteurs couplés aux protéines G, 
comme le récepteur à !'angiotensine I, qui ont déjà été localisés au niveau de la 
membrane nucléaire (Lu et al, 1998). De plus, la présence des cyclooxygénase-1 et 
2 au niveau de la membrane nucléaire ayant été démontrée (Spencer et al, 1998), 
les prostaglandines, possédant un temps de demi-vie court, pourraient être 
synthétisées par la cellule au niveau du noyau et agir de façon autocrine, à 
proximité de leur lieu de synthèse, sans avoir à être transportées à l'extérieur de la 
cellule. L'existence de transporteurs aux prostaglandines permettant l'entrée des 
prostaglandines dans la cellule est une autre information qui renforce l'hypothèse 
de l'existence de récepteurs aux prostaglandines localisés au noyau (Kanai et al, 
1995). Une étude récente a démontré la localisation nucléaire des récepteurs EP3 et 
EP 4 dans le cerveau de porcs nouveau-nés et dans le foie de rats adultes 
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(Bhattacharya et al, 1999) et le même groupe a aussi démontré la localisation 
nucléaire du récepteur EP1 dans le cerveau et l'utérus (Bhattacharya et al, 1998). 
Les auteurs ont aussi démontré que les récepteurs nucléaires sont fonctionnels, car 
ils affectent la transcription de gènes comme les gènes de iNOS (inducible nitric 
oxide synthase) et modulent les niveaux de calcium intracellulaires. 
Il est intéressant de noter que le patron d'expression des récepteurs aux 
prostaglandines caractérisée dans la présente étude concorde parfaitement avec le 
patron d'expression retrouvé chez les ostéoclastes in vivo. Il a été démontré par 
une étude histologique utilisant des os fœtaux et adultes que les ostéoclastes 
retrouvés in vivo expriment les récepteurs EP3 et EP 4 (Portier, 2000). En plus de 
montrer qu'il n'existe pas de différence d'expression pour les récepteurs aux 
prostaglandines entre les ostéoclastes retrouvés in vivo et ceux in vitro, cette étude 
montre que les ostéoclastes feotaux et adultes expriment les mêmes récepteurs. 
Ceci valide notre modèle d'ostéoclastes fœtaux matures humains en culture pour 
l'étude des effets des prostaglandines sur les ostéoclastes, car les prostaglandines 
devraient avoir des effets similaires sur les ostéoclastes fœtaux en culture et sur les 
ostéoclastes adultes retrouvés in vivo. 
Les résultats obtenus dans cette étude ont démontré la présence des 
récepteurs EP3 et EP4 chez les ostéoclastes matures humains en culture. Nous nous 
sommes donc intéressés aux effets de ces récepteurs sur les fonctions des 
ostéoclastes. Jusqu'à présent, nous savons que les prostaglandines possèdent 
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d'importants effets sur le métabolisme de l'os mais leur effet direct sur les 
ostéoclastes est encore très mal connu. La détermination des effets des 
prostaglandines sur les ostéoclastes pourrait mener au développement de nouvelles 
approches thérapeutiques contre les maladies osseuses. Après avoir réussi à 
démontrer que les ostéoclastes de notre préparation étaient capables de résorber 
l'os avec un essai de résorption in vitro, nous avons dû réévaluer le choix de la 
méthode utilisée pour étudier les effets des prostaglandines sur les fonctions des 
ostéoclastes. La méthode de résorption in vitro utilisée était, dans notre laboratoire, 
très peu reproductible. De plus, étant très limité dans la quantité de cellules isolées, 
il aurait été très difficile de mener à bien une étude complète en utilisant une telle 
méthode, qui exige un grand nombre de cellules. Nous avons donc entrepris 
l'étude sur les effets des récepteurs aux prostaglandines sur l'organisation des 
structures d'actine. En plus de posséder l'avantage d'être très simple à réaliser, 
avec un nombre relativement peu élevé de cellules, cette méthode nous permet 
d'observer plusieurs paramètres chez les ostéoclastes. Elle nous permet d'évaluer 
de façon indirecte l'activité de résorption, car il a été démontré que la présence 
d'un anneau d'actine indique que l'ostéoclaste est dans un stade activé de 
résorption (Silver et al, 1988). De plus, la coloration des filaments d'actine nous 
permet aussi de visualiser les lamellipodes, structures associées aux mouvements 
des ostéoclastes (Lakk:akorpi et al, 1991) et les podosomes qui, distribués plus ou 
moins uniformément dans les cellules, démontrent un stade de transition. Cette 
méthode nous permet donc d'évaluer à la fois la résorption et la mobilité des 
ostéoclastes. 
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La PGE2 a eu pour effet de diminuer de façon significative le pourcentage 
de cellules avec un anneau d'actine tandis que les autres paramètres semblent 
rester inchangés. Nous avons aussi départagé, avec l'utilisation de la 11-déoxy-
PGE1 et du misoprostol, les effets provoqués par les récepteurs EP3 et EP 4 
exprimés chez les ostéoclastes humains matures. La 11-déoxy-PGE1, un agoniste 
sélectif EP2/EP 4, a provoqué une forte diminution du pourcentage d'ostéoclastes 
avec un anneau d'actine et a augmenté le pourcentage d'ostéoclastes avec des 
podosomes. Ce résultat combiné avec celui qui montre que le butaprost, un 
agoniste EP2, n'a pas d'effets significatifs sur aucun des paramètres observés, nous 
indique que le récepteur EP 4 est impliqué dans la diminution de la formation de 
l'anneau d'actine. Ainsi, sachant que la formation de l'anneau d'actine est 
essentielle à la résorption, le récepteur EP 4 semble jouer un rôle important dans la 
régulation de la résorption. L'implication du récepteur EP4 dans l'inhibition de 
l'activité des ostéoclastes a été suggérée lors de l'étude de l'effet de la PGEi chez 
des ostéoclastes matures de lapins (Mano et al, 2000). Nos résultats ont aussi 
montré que le misoprostol, un agoniste sélectif EP2/EP3, diminuait le pourcentage 
d'ostéoclastes avec des lamellipodes et n'avait aucun effet sur la formation de 
l'anneau d'actine. Une fois de plus, ce résultat combiné à celui qui montre 
l'inactivité du butaprost, nous suggère que le récepteur EP3 est impliqué au niveau 
de l'organisation des lamellipodes et par le fait même dans la mobilité des 
ostéoclastes. La capacité de la PGE2 à inhiber la motilité a été mise en évidence 
chez les ostéoclastes de rat, de lapins et de poulet (Chambers et al, 1983 ;Arnett et 
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al, 1987). Cependant, lors des études antérieures, le récepteur responsable de cet 
effet n'avait pas été déterminé. 
L'influence des prostaglandines sur les structures d'actine a été démontrée 
chez plusieurs types cellulaires (Hughes-Fulford et al, 1992;Banan et al, 2000). 
L'implication des récepteurs aux prostaglandines sur les structures d'actine a aussi 
été démontrée chez les cellules MDCK (Mardin-Darby canine kidney), le 
récepteur EP3 jouant un rôle important dans la morphologie des cellules (Buhl et 
al, 1995;Hasegawa et al, 1997). L'étude de Hasegawa et al. (1997) a suggéré que 
l'effet du récepteur EP3 dépend des protéines G0n ou G:xi3, capables d'activer les 
protéines de la famille des Rho-GTPases. Donc, même si des études plus poussées 
sont nécessaires pour déterminer la voie de signalisation des récepteurs EP3 et EP 4 
exprimés chez les ostéoclastes matures, il est probable que leurs effets sur les 
structures d' actine soient médiés par les protéines Ga12 ou Gat3· Il peut paraître 
contradictoire que les récepteurs EP3 et EP 4, capables d'inhiber la formation de 
lamellipodes et de l'anneau d'actine, exécutent leur action en activant les Rho-
GTPases, car il a été décrit que les Rho-GTPases sont importantes pour la 
formation de l'anneau d'actine et des lamellipodes. Il a été montré que les 
protéines de la famille des Rho-GTPases peuvent avoir certains effets dans la 
cellule sans toutefois affecter le cytosquelette (Kato et al, 1997). Il est important 
de noter que la famille des Rho-GTPases est composée de plusieurs protéines 
n'ayant pas nécessairement le même effet biologique et que les voies de 
signalisation des Rho-GTPases sont très complexes. Alors une étude plus 
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approfondie demeure nécessaire pour déterminer l'effet des récepteurs sur 
l'activation des Rho-GTPases. 
Nous avons montré que le récepteur EP3 semblait avoir un effet inhibiteur sur la 
motilité des ostéoclastes et que le récepteur EP 4 inhibait la formation de l'anneau 
d' actine, affectant ainsi la capacité de résorption. Bien que nous ne puissions pas 
exclure totalement la participation des autres types cellulaires de la préparation 
aux phénomènes observés, la rapidité des changements observés (moins de 5 
minutes) porte à croire que les effets observés sont bien dus aux récepteurs 
présents chez les ostéoclastes. De plus, la densité des cellules ne permettant pas un 
contact physique entre les cellules, on peut exclure l'influence des ostéoblastes qui 
ont absolument besoin d'un contact physique avec les ostéoclastes pour contrôler 
leur activité (Takahashi et al, 1999). Notre système a donc l'avantage d'éliminer la 
participation des ostéoblastes. Il a été démontré que lorsque les ostéoclastes et les 
ostéoblastes étaient en contact, les prostaglandines agissaient principalement via 
les ostéoblastes et augmentaient la différenciation des ostéoclastes ainsi que la 
résorption osseuse (Kaji et al, 1996;Suzawa et al, 2000). Cependant, les effets 
directs des prostaglandines sur les ostéoclastes sont impossibles à déterminer dans 
de tels systèmes. En montrant l'effet direct des prostaglandines sur les ostéoclastes 
matures humains, cette étude a démontré que les prostaglandines avaient un effet 
inhibiteur sur la fonction des ostéoclastes, soit la résorption osseuse. 
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Ces observations pourraient avoir d'importantes répercussions dans le 
développement de nouvelles approches thérapeutiques dans le cadre des maladies 
osseuses. En effet, on retrouve une activité élevée des ostéoclastes dans plusieurs 
pathologies du système osseux. Il serait donc intéressant d'être capable de 
régulariser à la baisse la capacité de résorption des ostéoclastes. Cette étude nous a 
permis de montrer que le récepteur EP3 était capable de diminuer la motilité des 
ostéoclastes et possiblement de réduire leur capacité de résorption. De plus, le 
récepteur EP3 n'est pas exprimé chez les ostéoblastes (Sarrazin et al, 2001). Cette 
différence d'expression entre les ostéoblastes et les ostéoclastes pourrait être 
exploitée à l'aide d'outils pharmacologiques pour modifier le métabolisme de l'os. 
En activant le récepteur EP3 avec un agoniste sélectif, on serait ainsi en mesure 
d'inhiber les ostéoclastes en n'affectant pas les ostéoblastes. Advenant le cas où 
l'activité des ostéoclastes serait diminuée sans que le soit celle des ostéoblastes, on 
rétablirait le métabolisme osseux et on pourrait même espérer une augmentation de 
la masse osseuse. 
Pour tenter de concilier les effets apparemment paradoxaux des 
prostaglandines avec le métabolisme osseux, une hypothèse qui impliquerait les 
prostaglandines dans l'inter-régulation de l'activité cellulaire en fonction de la 
proximité des cellules a été imaginée. Les ostéoclastes et les ostéoblastes sont des 
types cellulaires étroitement liés et qui se retrouvent à proximité l'une de l'autre 
dans le processus du remodelage osseux. D'un point physiologique, il n'est pas 
souhaitable que les ostéoclastes résorbent la matrice sans la présence des 
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ostéoblastes, ceci aurait pour effet de laisser des lacunes de résorption non 
comblées et d'affaiblir la structure de l'os. Donc, il est possible que la PGE2 joue 
un rôle important dans le processus qui régularise l'activité cellulaire en fonction 
de la proximité des ostéoclastes et des ostéoblastes. La PGE2 est capable d'induire 
l'expression du RANKL chez les ostéoblastes (Kanematsu et al, 2000) et nous 
avons démontré que les ostéoblastes humains expriment le sous-type de récepteur 
EP4 (Sarrazin et al, 2001). De plus, la présente étude démontre que les ostéoclastes 
humains expriment les récepteurs EP3 et EP 4 qui inhibent respectivement la 
motilité et la résorption. Donc lorsque les cellules sont dispersées et qu'il n'y a 
aucun contact physique entre elles, la PGE2 aurait pour effet de stimuler la 
production de RANKL chez les ostéoblastes et de placer les ostéoclastes dans un 
état d'inactivité. Sans un contact physique avec les ostéoblastes, la PGE2 inhiberait 
la résorption et la motilité des ostéoclastes, ce qui leur permettraient d'être dans un 
état inactif jusqu'au contact des ostéoblastes. Lorsque que le contact physique 
entre les ostéoblastes et les ostéoclastes s'établirait, la liaison du RANKL et du 
RANK aurait pour effet de stimuler l'activité des ostéoclastes qui retrouveraient 
alors leur capacité de résorption et leur motilité. Au cours du processus de 
résorption, les ostéoclastes, qui se déplacent, s'éloigneraient des ostéoblastes. De 
ce fait, la liaison entre le RANKL et le RANK n'est plus possible et le cycle 
recommence. La PGE2 empêcherait alors que les ostéoclastes ne résorbent et qu'ils 
se déplacent jusqu'à ce qu'il y ait contact avec les ostéoblastes. Cette théorie 
impliquerait bien sûr le fait que l'effet inhibiteur de la PGE2 sur les ostéoclastes 
soit contre-balancé par un effet stimulateur plus puissant de la part du RANKL. On 
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sait que le RANKL en se liant au RANK permet l'activation du NF-KB qui est 
impliqué dans la régulation de l'expression de nombreux gènes (Verma et al, 
1995;Baeuerle et al, 1996). Il est donc possible, qu'en plus de stimuler 
l'expression de gènes importants pour la résorption, l'activation du RANK amène 
un changement dans l'expression de gènes importants pour la réponse aux 
prostaglandines tels que les récepteurs ou les protéines de la voie de signalisation. 
Bien sûr, cette hypothèse reste à être vérifiée en plusieurs points, mais elle 
expliquerait les effets des prostaglandines sur les cellules osseuses, du moins en 
partie. 
En conclusion, cette étude a démontré que les ostéoclastes humains 
matures en culture expriment à fois la COX-1 et la COX-2 et les récepteurs aux 
prostaglandines EP3 et EP 4. Il a été aussi démontré que le récepteur EP3 était 
impliqué dans la diminution de la motilité, en agissant sur les lamellipodes, et le 
récepteur EP4 dans l'inhibition de la résorption, en inhibant la formation de 
l'anneau d'actine. La caractérisation de l'expression des isoformes de la COX et 
des récepteurs aux prostaglandines chez les ostéoclastes matures nous permet de 
mieux comprendre les effets des prostaglandines sur le métabolisme osseux. De 
plus, les résultats de cette étude nous permettent de croire que les prostaglandines 
ont un rôle important à jouer pour favoriser le contact cellule-cellule entre les 
ostéoclastes et les ostéoblastes. Les résultats de cette étude nous permettent de 
mieux comprendre les effets des prostaglandines sur les ostéoclastes matures et 
111 
pourraient, éventuellement, être très utiles dans le développement de nouvelles 
approches thérapeutiques pour diminuer l'activité des ostéoclastes. 
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